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Executive Summary 

 

 การเลี�ยงปลานิลของประเทศไทยถอืเป็นกจิกรรมทางการประมงที�มคีวามสาํคญัต่อเศรษฐกจิของ

ประเทศ ซึ�งสรา้งรายไดแ้ละก่อใหเ้กดิอุตสาหกรรมต่อเนื�องมากมาย อยา่งไรกต็ามในช่วง 5-7 ปี ที�ผ่าน

มานี�ธุรกจิการเลี�ยงปลานิลของไทย ไดป้ระสบปญัหาการเกดิโรคระบาดที�รนุแรงที�มสีาเหตุม าจาก

แบคทเีรยีและสรา้งความเสยีหายอยา่งหนกัและต่อเนื�องจนมาถงึปจัจบุนั เกษตรกรส่วนใหญ่พยายาม

แกไ้ขปญัหาโดยการใชย้าปฏชิวีนะและสารเคมหีลายชนิด ซึ9งพบว่านอกจากจะไมไ่ดผ้ลแลว้ยงัไดส้่ง

ผลกระทบทั �งทางตรงและทางออ้มต่อสภาพแวดลอ้มและผูบ้รโิภคทั �งในและต่างประเทศ เพื9อเป็ นการ

แกไ้ขปญัหาที9เกดิขึ�นดงักล่าว การศกึษาในครั �งนี�จงึมวีตัถุประสงคท์ี9จะนําเอาแบคทเีรยีที9มปีระโยชน์ 

Bacillus AQBS01 ซึ9งแยกไดจ้ากธรรมชาตมิาประยกุตใ์ช ้ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลา

นิล ซึ9งไดท้าํการศกึษาทั �งในระดบัหอ้งปฏบิตักิารและการเลี�ยงในพื�นที9จรงิในกระชงั พบว่า ผลของการใช้

เทคนิคทางอณูชวีวทิยาโมเลกุลและการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมสีามารถพสิจูน์ใหท้ราบว่าว่า

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ์ AQBS01 ที�แยกไดจ้ากธรรมชาตแิละใชใ้นการศกึษาครั �งนี� เป็นแบคทเีรยี 

Bacillus pumilus และเมื�อนําแบคทเีรยีชนิดดงักล่าวในสภาพเซลลม์ชีวีติ (Vegetative cells) นี� ไปทาํ

การทดสอบประสทิธภิาพการตา้นทานโรค Streptococcosis ที�มสีาเหตุมาจากเชื�อ Streptococcus 
agalactiae โดยการผสมในอาหารใหป้ลานิลทดลองขนาดประมาณ 50 กรมั ในอตัราตั �งแต่ 0.5-5 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั กนิตดิต่อกนัเป็นเวลา 4 สปัดาห ์ ผลจากการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า แบคทเีรยี 

Bacillus สายพนัธุ ์ AQBS01 หรอื Bacillus pumilus นี� สามารถ เพิ�มอตัราการตอบสนองทางภมูคิุม้กนั

แบบไมจ่าํเพาะเจาะจงของปลานิลไดอ้ยา่งชดัเจนในหอ้งปฏบิตักิาร โดยสงัเกตจากกระบวนการการกลนื

กนิเชื�อโรคหรอืสิ�งแปลกปลอม (Phagocytosis) ซึ�งถอืเป็นภมูคิุม้กนัด่านแรกที�ปลาใชใ้นการตอบสนอง

ต่อเชื�อโรคภายหลงัที�ไดผ้่านสิ�งกดีกั �นจากภายนอก (Physical barriers) เขา้มาในตวัปลาแลว้ รวมไปถงึ

ปรมิาณ O2
-
 ซึ�งเป็นดชันีที�บ่งถงึระดบัการเกดิ Respiratory burst ของ Phagocytes ที�ทาํหน้าที�ในการ

กลนืกนิเชื�อโรคหรอืสิ�งแปลกปลอม  ซึ�งพบว่าการให ้Bacillus pumilus เป็น Probiotics ผสมในอาหารใน

อตัรา 1-5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนัเป็นเวลา 1 เดอืน สามารถเพิ�มอตัราการตอบสนอง

ดงักล่าวไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพโดยไมท่าํใหป้ลาทดลองเกดิความผดิปกตทิั �งในส่วนของรา่งกายและการ

เจรญิเตบิโต รวมถงึพฤตกิรรมระหว่างการเลี�ยงดว้ย ซึ�งการศกึษาดงักล่าวใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการอตัรา

การรอดตายของปลานิลเมื�อสิ�นสุดการทดลอง 

 ผลการศกึษาการนําแบคทเีรยี Bacillus pumilus ไปทดลองใชก้บัสภาพการเลี�ยงจรงิในกระชงั

ของเกษตรกร ในพื�นที�อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ีซึ�งเป็นพื�นที� ๆ มกีาระบาดของเชื�อ 

Streptococcus agalactiae อยา่งหนกัอยูทุ่ก ๆ ปี ในช่วงตั �งแต่เดอืนมนีาคมจนถงึเดอืนพฤษภาคม โดย

ใชเ้วลาในการเลี�ยงทั �งสิ�น 110 วนั เริ�มตั �งแต่ วนัที� 2 กุมภาพนัธ ์2552 จนถงึ วนัที� 18 มถุินายน 2552 

ระหว่างการเลี�ยงจะไมม่กีารใชย้าและสารเคมใีด ๆ ทั �งสิ�น พบว่าการใหแ้บคทเีรยีดงักล่าวในอ าหารอตัรา 

1 และ 3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนั สามารถป้องกนัการเกดิโรคไดอ้ยา่งชดัเจนและมอีตัราการ

รอดตายแตกต่างกบัปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 



อยา่งมนียัสาํคญั ซึ�งในระหว่างทดลอง มกีารระบาดของโรคในพื�นที�ท ดลองอยา่งรนุแรงในเดอืนเมษายน 

2552 อยา่งไรกต็ามเมื�อมกีารเปลี�ยนแปลงคุณภาพนํ�าในแมนํ่�าอยา่งต่อเนื�อง ปลาทดลองในทุกกลุ่มและ

ปลาของเกษตรกรเริ�มกนิอาหารลดลงและหยดุกนิอาหารเป็นเวลานาน รวมทั �งทาํใหป้ลาในกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหาร 1 และ 3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ไ ดแ้สดงอาการปว่ยของโรคและทยอยตาย

เช่นเดยีวกนั ในช่วงปลายเดอืนเมษายนถงึตน้เดอืนพฤษภาคม อยา่งไรกต็ามเมื�อสิ�นสุดการทดลองปลา

ในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus ในอาหารในอตัรา 1 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตาย

ตํ9าสุดที9 20.86% ใกลเ้คยีงกบัปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร  3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัที9มอีตัรา

การตาย 23.33% ขณะที9ปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั และกลุ่ม

ควบคุมมอีตัราการตายใกลเ้คยีงกนัที9 27.31% และ 29.62% (P<0.05) ตามลาํดบั เมื9อสิ�นสุดการทดลอง

พบว่า ปลาในกลุ่มที9ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยี Probiotics 1 และ 3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่าอตัรา

การเปลี9ยนอาหารเป็นเนื�อ (Feed conversion ratio; FCR) ใกลเ้คยีงกนัคอื 1.80 และ 1.78 ตามลาํดบั 

ซึ9งตํ9ากว่าปลาในกลุ่มควบคุมและปลากลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยี  0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ซึ9งมคี่าเท่ากบั 

1.93 และ 1.91 ตามลาํดบั จบัและจาํหน่ายผลผลติพบว่าปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยี

ในอาหารตั �งแต่ 0.5-3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ม ีนํ�าหนกัรวมต่อกระชงัเฉลี9ยเป็น 316.47+11.02, 

320.93+28.07, 342.40+9.26 และ 348.13+20.75 กโิลกรมั ตามลาํดบั รวมเป็นนํ�าหนกัทั �งหมด 3,983.8 

กโิลกรมั คดิเป็นเงนิที9 จาํหน่ายได ้ เท่ากบั 15,502.44+539.59, 15,721.24+1,375.11, 

16,772.81+453.54 และ 17,053.66+1,016.57 บาท/กระชงั ตามลาํดบั  รวมเป็นเงนิที9ไดจ้ากการขาย

ปลาในโครงการวจิยันี�ทั �งสิ�น 195,150.30 บาท ผลวเิคราะหท์างสถติพิบว่าทุกพารามเิตอรแ์ละอตัราการ

เจรญิเตบิโต ไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P>0.05) 

 จากการศกึษาครั �งนี�ยงั พบว่าปจัจยัที9สาํคญัต่อการเกดิโรคของปลานิลคอื คุณภาพนํ�า แมว้่า

แบคทเีรยี Bacillus pumilus จะสามารถเพิ9มความตา้นทานของแบคทเีรยีก่อโรคได้ระดบัหนึ9ง แต่เมื9อใดก็

ตามที9คุณภาพนํ�าในพื�นที9การเลี�ยงมกีารเปลี9ยนแปลงในทางที9เลวรา้ยอยา่งรวดเรว็และต่อเนื9อง จะส่งผล

ต่อปลาที9เลี�ยงอยูใ่นหลายดา้น โดยเฉพาะการเพิ9มหรอืลดลงของอุณหภมูใินรอบวนัที9 สงูมากกว่าปกต ิ

เช่น อุณหภมูทิี9สงูกว่า 32 
๐
C การลดลงของออกซเิจนในระดบัตํ9าทาํใหป้ลาหยดุกนิอาหาร จะส่งผลให้

ปลามกีารปรบัตวัทางสรรีะวทิยาและใชพ้ลงังานในการปรบัตวัดงักล่าวอยา่งมาก ซึ9งอาจส่งผลต่อเนื9อง ทาํ

ใหเ้กดิความเครยีดทาํใหร้ะบบภูมคิุม้กนัของปลามกีารตอบสนองลดลง นอกจากนี�การปรั บตวัดงักล่าว

อาจทาํใหส้มดุลของแบคทเีรยีที9เป็นประโยชน์ในระบบทางเดนิอาหารเสยีไป  ซึ9งจะเป็นสาเหตุโน้มนําให้

ปลาเกดิโรคไดง้า่ยและก่อใหเ้กดิความเสยีหายตามมาในที9สุด นอกจากนี�เพื9อใหก้ารประยกุตใ์ชแ้บคทเีรยี

ชนิดนี�ใหเ้กดิประสทิธภิาพสงูสุด จงึควรมกีารศกึษาประสทิธภิา พของ Bacillus pumilus ในรปูสปอร์

เพิ9มเตมิ เนื9องจากมบีางรายงานใหข้อ้มลูปจัจบุนัว่า การใชแ้บคทเีรยี Probiotics ในรปูของสปอรน์ั �น จะ

สามารถกระตุน้การทาํงานของระบบภมูคิุม้กนัไดด้กีว่าและสามารถทนทานต่อสภาพแวดลอ้มในระบบ

ทางเดนิอาหารไดด้กีว่า รวมทั �งการศกึษาความไวของเชื�อชนิดนี�ต่อยาปฏชิีวนะที9มใีชก้นัอยูใ่นปจัจบุนั 

ซึ9งผลของการศกึษาดงักล่าวจะทาํใหก้ารประยกุตใ์ช ้ Bacillus pumilus มปีระสทิธภิาพมากยิ9งขึ�นใน

อนาคต  



บทคดัย่อ 
 

การศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ซึ9งแยกไดจ้ากลาํไสข้องปลานิล

ในบ่อเลี�ยงต่อระบบภูมคิุม้กนัและการตา้นทานโรคของปลานิล ซึ9งภายหลงัจากการนําไปจาํแนกชนิดโดย

อาศยัเทคนิคทางจลุชวีทิยาและอณูชวีโมเลกุล พบว่าแบคทเีรยีชนิดนี�คอื Bacillus pumilus และเมื9อนํา

แบคทเีรยีดงักล่าวในสภาพที9มชีวีติไปผสมอาหารในอตั รา 0 (กลุ่มควบคุม), 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั แลว้นําไปเลี�ยงปลานิลขนาด 50 กรมั ในอตัรา 5% นําหนกัตวัทุก ๆ วนั โดยแบ่งเป็น 5 

กลุ่ม โดยเลี�ยงในตูท้ดลองขนาด 80 ลติร ตูล้ะ 15 ตวั โดยจดัเป็น 4 ซํ�า เป็นเวลา 4 สปัดาห ์ใน

หอ้งปฏบิตักิาร  โดยทาํการตรวจสอบ อตัราการเจรญิเตบิโต ความยาวและจุลพยาธขิองลาํไส ้ปรมิาณเมด็

เลอืดขาว จาํนวนแบคทเีรยีในลาํไส ้การตอบสนองทางภูมคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง และความสามารถ

ในการตา้นทานต่อแบคทเีรยี Streptococcus agalactiae ใน 3 แบบคอื การแช่ การฉีดเขา้ช่องทอ้งและการ

ป้อนเขา้ไปในช่องปาก  พบว่า แบคทเีรยี Bacillus pumilus ในอตัรา 1-5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัสามารถ

เพิ9มระดบัของการตอบสนองทางภมูคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง โดยสงัเกตจากค่า Phagocytic activity, 

Phagocytic index และ Phagocytic efficiency รวมถงึปรมิาณ Superoxide anion (O2
-
) สงูกว่ากลุ่มควบคุม

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) ซึ9งสอดคลอ้งกบัอตัราการรอดตายของปลาภายหลงัจากการแช่ ฉีดและ

ใหก้นิเชื�อ S. agalactiae ที9พบว่าปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus ในอาหารในอตัรา 1-5 

กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมอีตัราการรอดตายสงูกว่ากลุ่ มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) และ

ยงัพบว่าปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารไม่ไดแ้สดงอาการผดิปกตอิอกมาใหเ้หน็ในช่วงการทดลองแต่

อยา่งใด อยา่งไรกต็ามผลจากการศกึษา อตัราการเจรญิเตบิโตของปลาแต่ละกลุ่ม โดยพจิารณาจากความ

ยาวและนํ�าหนกั ความยาวลาํไสข้องปล าในแต่ละกลุ่มพบว่ามคี่าไมแ่ตกต่างกนัทางสถติ ิ (P>0.05) ตลอด

ระยะเวลาการทดลอง   และเมื9อนําเอาแบคทเีรยี Bacillus pumilus ไปศกึษาในสภาพการเลี�ยงจรงิกบัปลา

นิลที9เลี�ยงในกระชงัในแมนํ่�าท่าจนีเขตพื�นที9อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ีโดยใชเ้วลาเลี�ยง

ทั �งหมด 110 วนั เริ9มตั �งแต่วนัที9 2 กุมภาพนัธ์ถงึวนัที� 18 มถุินายน 2552 จากการศกึษาในครั �งนี�พบว่า

ระหว่างการทดลองไดเ้กดิการเปลี9ยนแปลงคุณภาพนํ�าอยา่งต่อเนื9อง ที9สาํคญัไดแ้ก่ การเพิ9มขึ�นของอุณหภมูิ

ที9สงูขึ�นเกนิ 32
๐
C รวมทั �งการลดลงของออกซเิจนที9ละลายในนํ�า (DO) ไดส้่งผลต่อการกนิอาหารของปลา

และปรมิาณแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหาร ทาํใหป้ลาทดลองทุกกลุ่มทยอยเกดิโรคและตายอยา่งต่อเนื9อง 

อยา่งไรกต็ามกพ็บว่าปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมอีตัราการตาย

ตํ9ากว่าปลาในกลุ่มอื9น ๆ อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) ในช่วงกลางเดอืนเมษายนถงึตน้เดอืนพฤษภาคมที9มี

การระบาดของโรคเท่านั �น และเมื9อสิ�นสุดการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus ใน

อาหารในอตัรา 1 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตายตํ9าสุดที9 20.86% ใกลเ้คยีงกบัปลาในกลุ่มที9ไดร้บั

แบคทเีรยีในอา หาร  3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ที�มอีตัราการตาย 23.33% ขณะที�ปลาในกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั และกลุ่มควบคุมมอีตัราการตายใกลเ้คยีงกนัที� 27.31% และ 

29.62% ตามลาํดบั  แต่กไ็มพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติริะหว่างกลุ่มทดลอง (P>0.05) ซึ9งใหผ้ล

เช่นเดยีวกบัอตัราการเจรญิเตบิโต อตัราการเปลี9ยนอาหารเป็นเนื�อ รวมถงึผลผลติของปลาดว้ยที9พบว่าไมม่ี

ความแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05)  



Abstract 
 

Efficacy of a Bacillus bacterium strain AQBS01 isolated from Nile tilapia intestine on 

immune system and antibacterial activity was carried out in both lab and on-farm scales. 

Identification by molecular and micro-biochemical techniques revealed that this bacterium showed 

highly identical to Bacillus pumilus. In laboratory scale, viable form of this bacterium was 

supplemented at 0 (control), 0.5, 1.0, 3.0 and 5.0 g/kg diet to feed 5 different groups of Nile tilapia 

for 4 weeks. This bacterium had no any side effects on growth and mortality of fish when they 

were fed with 0.5-5.0 g/kg diet and fish that received feed supplemented with B. pumilus showed 

no evidences of disease during feeding periods. The non-specific immune responses of fish were 

determined and showed that fish fed with 1.0-5.0 g of B. pumilus expressed significant higher of 

phagocytic activity, phagocytic index and phagocytic efficiency including superoxide anion (O2
-
) 

levels than that of control. Interestingly, challenging experimental fish with bath infection, 

intraperitoneal injection and orally infected route of viable S. agalactiae exhibited high performance 

of B. pumilus application against this pathogenic bacterium. The fish mortality during 15 days after 

oral and intraperitoneal injection with S. agalactiae was found to be decreased dramatically in fish 

group fed on diet supplemented with Bacillus pumilus at concentration of 1.0-5.0 g/kg diet (P<0.05). 

However, significant differences of growth rate among fish groups were not found. These indicated 

that intestinal tracts of experimental fish may be successfully colonized by adding 1.0-5.0 g of 

Bacillus pumilus/kg diet, which exhibited improved health than that control. Additionally, application 

of B. pumilus on cage culture fish farm was also conducted on Tachin River, at Dermbang-

Nangbuach district, Suphanburi province where streptoccocosis usually occurs in summer. The trial 

was 110 days carrying from February 2
nd

 to June 18
th
, 2009. Four different groups of fish were fed 

5% body weight with commercial diet containing 0, 0.5, 1.0 and 3.0 g of Bacillus pumilus/kg diet 

along experimental periods. Surprisingly, clinical signs of streptococcosis were not recorded in this 

experiment. But experimental fish were seriously sick with other bacterial diseases mainly caused 

by Flavobacterium spp., Aeromonas spp. and some kinds of external parasites in the middle to the 

end of April. Performance of B. pumilus application at concentration of 1.0 and 3.0 g B. pumilus /kg 

diet against fish diseases were discovered in short period, since fish fed with those concentrations 

were showed significantly low mortality than the control and 0.5 g B. pumilus/kg feed in out-

breaking times (P<0.05). At the end of trail, the mortality rates of fish consuming 1.0 and 3.0 g 

probiotics/kg diet were 20.86% and 23.33% while control and fish fed with 0.5 g B. pumilus/kg diet 

were 29.62% and 27.31%, respectively. However, no significant differences of survival rate and 

growth parameters were either not found in this experiment (P>0.05).                    

 



กิตติกรรมประกาศ 

 

ผูว้จิยัขอขอบพระคุณ สาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) ที9ไดเ้หน็ความสาํคญัของ

ปญัหาที9เกดิขึ�นกบัการเลี�ยงปลานิลของประเทศและไดส้นบัสนุนงบประมาณในการวจิยัครั �งนี� และ

ขอขอบพระคุณ ผศ .มยรุ ีจยัวฒัน์ ผูป้ระสานงานโครงการ “การพฒันาอาชพีทางเลอืกและการจดัการ

ทรพัยากรชายฝ ั �งจงัหวดัสุราษฎรธ์านี” และเจา้หน้าที�ผูป้ระสานงานทุกคน ที�ไดใ้หก้ารสนบัสนุนและ

แนะนํากระบวนการต่าง ๆ จนการวจิยัในครั �งนี�เสรจ็สิ�นดว้ยดแีละดาํเนินไปดว้ยความราบรื�น  

 

ขอขอบคุณคณะประมง มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตรแ์ละภาควชิาเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า ที�ไดเ้อื�อเฟื�อ

สถานที�และอุปกรณ์ที�จาํเป็นต่างๆ ตลอดจนนกัวชิาการและเจา้หน้าที�บรษิทัเบทาโกร (มหาชน) จาํกดั 

ทุกท่าน ที�ไดช้่วยประสานงานกบัเกษตรกรในพื�นที� รวมถงึ คุณเฉลมิพล มะยมตนั เกษตรกรผูเ้ลี�ยงปลา

นิล ในเขตพื�นที9ตําบลนางบวช  อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุรทีี9ไดเ้สยีสละใหใ้ชพ้ื�นที9และ

กระชงัในการเลี�ยงปลา และยงัช่วยทาํหน้าที9ในการดแูล จดัการการใหอ้าหารปลาในการทดลองในพื�นที9

การเลี�ยงจรงิดว้ยความตั �งใจและเอาใจใส่เป็นอยา่งดี 

 

 ทา้ยนี�ขอขอบคุณนิสติในหอ้งปฏบิตักิารการจดัการสุขภาพสตัวนํ์�าทุกคน ที9ไดม้สี่วนรว่มในการ

เกบ็ตวัอยา่ง รวมถงึการตรวจวเิคราะหแ์ละรวบรวมขอ้มลูงานวจิยั จนงานวจิยัในครั �งนี�เสรจ็สิ�นไปดว้ยดี  

 

 

        คณะผูว้จิยั 

 

 31 พฤษภาคม 2553 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



สารบญั 

   หวัเรื7อง หน้า 

1. ความเป็นมาและความสาํคญัของงานวจิยั 
1 

2. วตัถุประสงค ์
15 

3. ขั �นตอนการดาํเนินงานและระเบยีบวธิวีจิยั 16 

4. ประโยชน์ที9คาดว่าจะไดร้บัเมื9อการดาํเนินงานเสรจ็สิ�นที9เป็นรปูธรรม 32 

5. ผลการทดลอง 33 

6. วจิารณ์ผลการทดลอง 93 

7. สรปุผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ 105 

8. เอกสารอา้งองิ 108 

ภาคผนวก 119 

  

  

  

  

 

 

 

 

 



สารบญัภาพ 

ภาพที7 หน้า 

1 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 30 วนั  33 

2 จลุพยาธขิองลาํไสข้องปลานิลทดลองที9ไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 30 วนั  34 

3 ลกัษณะของ Phagocytes (P) และ Latex bead (ลกูศรชี�) ในการเกดิกระบวนการ 

Phagocytosis 36 

4 ค่า Phagocytic Activity ของเซลล ์ Phagocytes ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�

ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั 

36 

5 ค่า Phagocytic index ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสม 

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

37 

6 ค่า Phagocytic Efficiency ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9

ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

38 

7 ปรมิาณ O2
-
 ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี 

Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

39 

8 ปรมิาณเมด็เลอืดขาวทั �งหมด (Total leukocyte count) ของปลานิลที9ไดร้บัอาหาร

ทดลองที9ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

40 

9 ความยาวมาตรฐานของปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี  Bacillus 

AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

41 

10 นํ�าหนกัของปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 

30 วนั 

42 

11 ความยาวลาํไสข้องปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 

เป็นเวลา 30 วนั  

42 

12 จาํนวนแบคทเีรยีในลาํไสข้องปลานิลที9ไดร้บัอาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี  Bacillus 

AQBS01 เป็นเวลา 30 วนั  

44 

13 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารแช่ 

45 

14 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารฉีดเขา้ช่องทอ้ง 

47 

15 ลกัษณะของเชื�อแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากปลาทดลองที9แสดงอาการปว่ยภายหลงัจากการ

ไดร้บัเชื�อ S. agalactiae 

48 



 สารบญัภาพ (ต่อ)  

ภาพที7  หน้า 

16 คุณลกัษณะทางชวีเคมขีองเชื�อแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากปลาทดลองที9แสดงอาการปว่ย

ภายหลงัจากการไดร้บัเชื�อ S. agalactiae ที9ทดสอบดว้ยชุดทดสอบ API 20 Strep 

48 

17 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารกนิ Gelatin capsule ที9บรรจุเชื�อความ

เขม้ขน้ 5x10
6
 CFU 

50 

18 ลกัษณะการตายของปลานิลที9เกดิโรคระบาดในปี 2551 52 

19 พกิดัของฟารม์ทดลอง บนแมนํ่�าท่าจนี ซึ9งตั �งอยูใ่นเขตพื�นที9ของตําบลนางบวช อําเภอ

เดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุรี 

55 

20 การเตรยีมอาหารทดลองของเกษตรกร 56 

21 การเกบ็ตวัอยา่งและวเิคราะหค์ุณภาพนํ�าในฟารม์ทดลอง 56 

22 ความยาวลาํไสข้องปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ใน

อาหารที9ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

57 

23 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01  

ในอาหารที9ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

58 

24 ลกัษณะของปลาทดลองที9แสดงความผดิปกตขิองโรคในระหว่างการเตรยีมอนุบาลใน

การทดลองครั �งที9 1 และ 2 

59 

25 นํ�าหนกัของปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี  Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ใน

อาหารในระดบัต่าง ๆ  

63 

26 ความยาวมาตรฐานของปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี  Bacillus สายพนัธุ ์ 

AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

63 

27 ปรมิาณอาหารที9ใหเ้ฉลี9ยในแต่ละกลุ่มตลอดการทดลอง  64 

28 อตัราการเพิ9มของนํ�าหนกัต่อวนัของปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี  Bacillus 

สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

64 

29 ความยาวของลาํไสข้องปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์ 

AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

65 

30 Log bacterial number ในลาํไสข้องปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus 

สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

65 



 สารบญัภาพ (ต่อ)  

ภาพที7  หน้า 

31 Log bacterial number ในลาํไส ้ที9ผ่านการทาํ Heat shock-Cold shock ของปลา

ทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบั

ต่าง ๆ  

66 

32 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองเป็นเปอรเ์ซน็ตห์ลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี  Bacillus 

สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

69 

33 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองเป็นเปอรเ์ซน็ตห์ลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี  Bacillus 

สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

69 

34 ความเป็นกรด-ด่างของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

75 

35 ปรมิาณออกซเิจนละลายของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บั

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

75 

36 ค่าความนําไฟฟ้าของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

76 

37 ค่าความโปรง่แสงของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

76 

38 ปรมิาณแอมโมเนียของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

77 

39 ปรมิาณไนไตรทข์องนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

77 

40 ค่าความเป็นด่างของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

79 

41 ค่าความกระดา้งของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บัแบคทเีรยี   

Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

79 

42 ปรมิาณของแบคทเีรยีทั �งหมดของนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บั  

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

80 

43 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัที9ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที9ไดร้บั  

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

81 

 



 สารบญัภาพ (ต่อ)  

ภาพที7  หน้า 

44 การตดิตั �งเครื9องบนัทกึอุณหภมูิ (Data logger) ในนํ�าและอากาศบรเิวณที9แขวนกระชงั

เลี�ยงปลาทดลอง 

83 

45 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัระหว่างการเลี�ยงปลานิลทดลอง 84 

46 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัเมื9อเปรยีบเทยีบกบัอุณหภมูขิองอากาศระหว่างการเลี�ยงปลา

นิลทดลอง 

84 

47 แถบ PCR Product ภายหลงัการเพิ9มจาํนวน DNA ที9สกดัไดจ้าก Bacillus sp. สาย

พนัธุ ์AQBS01 โดยการใชเ้ทคนิค PCR  

88 

48 Plasmid DNA ที9มชีิ�น Insert ของ PCR Product ซึ9งถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Eco 

RI 

88 

49 ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA gene ที9ไดจ้ากการทาํ Sequencing ของ 

Plasmid ที9มชีิ�น Insert ของ PCR Product ที9ไดจ้าก การใช ้Genomic DNA ของ 

Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 เป็นแมแ่บบ 

89 

50 ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์

AQBS01 และ Bacillus spp. อกี 10 ชนิด 17 Strains Bacillus sp. โดยการสรา้ง 

Phylogenetic tree 

92 

   

   

   

   

   

   

 



สารบญัตาราง  

ตารางที7 หน้า 

1 จาํนวนแบคทเีรยีทั �งหมดในรปู Logarithm (Log number) ในลาํไสข้องปลานิล ที9ไดร้บั  

อาหารทดลองที9ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01  

43 

2 อตัราการรอดตายและนํ�าหนกัปลาที9วดัไดใ้นวนัขายผลผลติ 71 

3 คุณลกัษณะทางสญัฐานวทิยาและคุณสมบตัทิางชวีเคมขีองเชื�อ แบคทเีรยี Bacillus sp. 

สายพนัธุ ์AQBS01  

86 

4 ผลการเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี�ไดจ้ากการเพิ�มจาํนวน DNA ของแบคทเีรยี 
Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 

90 

5 การเปรยีบเทยีบค่าความเหมอืน (Identity) และความคลา้ยคลงึกนั (Similarity) ของ

ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 

กบัยนี 16s rRNA ของ   แบคทเีรยี Bacillus spp.   

91 

 

 

  

 

 



1 

 
การประยกุตใ์ช้ Bacillus AQBS01 ในการป้องกนั 

โรค Streptococcosis ในปลานิล 

 

 

1. ความเป็นมาและความสาํคญัของงานวิจยั 

  

1.1 ความสาํคญัทางเศรษฐกิจและการเกิดโรค Streptococcosis ของปลานิลในประเทศไทย 

  ปลานิล (Oreochromis niloticus) จดัเป็นปลาพื�นเมอืงของประเทศแถบ แอฟรกิา ที9ไดถู้ก

นําเขา้มาในประเทศไทยครั �งแรก โดยสมเดจ็พระจกัรพรรดอิากฮิโิตแห่งประเทศญี9ปุน่ เมื9อครั �งดาํรงพระ

อสิรยิยศมกุฎราชกุมารโดยไดจ้ดัส่งมาทลูเกลา้ฯ ถวายแด่พระบาทสมเดจ็พระเจา้อยูห่วัภมูพิลอดุลยเดช 

จาํนวน 50 ตวั เมื9อวนัที9 25 มนีาคม พ.ศ. 2508 ซึ9งในระยะแรกไดท้รงพระกรณุาโปรดเกลา้ฯ ใหป้ล่อยลง

เลี�ยงในบ่อซเีมนตใ์นบรเิวณพระตําหนกัสวนจติรลดา พระราชวงัดุสติ ต่อมาดว้ยพระอจัฉรยิะภาพทางการ

ประมง ทรงพระกรุณาโปรดเกลา้ฯ ใหย้า้ยปลาไปเลี�ยงในบ่อดนิ เมื9อเลี�ยงไวใ้นบ่อดนินี�ไดป้ระมาณ 5 เดอืน

เศษ ปรากฏว่าปลานิลเหล่านี�ออกลกูเ ป็นจาํนวนมาก จงึทรงพระกรณุาโปรดเกลา้ฯ ใหเ้จา้หน้าที9ขดุบ่อ

เพิ9มขึ�นและทรงปล่อยปลาลงเลี�ยงในบ่อดว้ยพระองคเ์อง เมื9อวนัที9 1 กนัยายน พ.ศ. 2508 และเมื9อทรงเลี�ยง

ปลานิลเป็นระยะเวลาเพยีง 1 ปี ในวนัที9 17 มนีาคม พ.ศ. 2509 ไดท้รงพระกรณุาโปรดเกลา้ฯ พระราชทาน

ปลาใหแ้ก่กรมประมงเพื9อนําไปเพาะเลี�ยงแพรข่ยายพนัธุท์ี9แผนกทดลองและเพาะเลี�ยงในบรเิวณเกษตรกลาง 

บางเขน กรงุเทพฯ (ที9ตั �งสถาบนัประมงนํ�าจดืแห่งชาตใินปจัจบุนั ) และที9สถานีประมงต่าง ๆ ทั 9วพระ

ราชอาณาจกัร อกีจาํนวน 15 แห่ง เพื9อดาํเนินการเพาะขยายพนัธุพ์รอ้มกนั พรอ้มทั �งไดท้รงพระกรณุาโปรด

เกลา้ฯ พระราชทานชื9อปลาชนิดนี�ว่า “ปลานิล” ตั �งแต่บดันั �นเป็นตน้มา 

 ภายหลงัจากที9กรมประมงไดเ้พาะขยายพนัธุแ์ละแจกจา่ยปลานิลไปยงัทั 9วภมูภิาคของประเทศ 

นบัแต่นั �นปลานิลไดก้ลายเป็นสตัวนํ์�าจดืเศรษฐกจิที9สาํคั ญของประเทศไทยมา กกว่า 40 ปี เนื9องจากเป็น

ปลาที9แพรพ่นัธุไ์ดอ้ยา่งรวดเรว็ มรีสชาตดิ ีเลี�ยงงา่ยและมอีตัราการเจรญิเตบิโตค่อนขา้งเรว็ นอกจากนี�

ยงัเป็นปลาที9บรโิภคไดใ้นคนทุก ๆ ชนชั �น จงึมคีวามตอ้งการของตลาดอยา่งต่อเนื9อง ทั �งในและ
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ต่างประเทศ ซึ9งในปจัจบุนันี�ปริ มาณความตอ้งการยงัมแีนวโน้มเพิ9มสงูขึ�นเรื9อย ๆ ในทุก ๆ ปี จนทาํให้

เกดิการขยายตวัของอุตสาหกรรมอื9นที9เกี9ยวขอ้งอยา่งรวดเรว็ ที9เหน็ไดช้ดัคอืผูค้า้ปจัจยัการผลติ เช่น 

อาหาร เคมภีณัฑ ์ยารกัษาโรค รวมทั �งอุตสาหกรรมการส่งออกและการแปรรปูดว้ย ส่งผลใหป้รมิาณ

ผลผลติในปี  พ.ศ. 2548 เพิ9มขึ�นสงูสุดเป็น 99,729  ตนั คดิเป็นเงนิมลูค่ากว่าหลายหมื9น ลา้นบาท และ

ดว้ยเหตุดงักล่าวจงึทาํใหเ้กษตรกรหนัมาเลี�ยงปลาชนิดนี�กนัอยา่งแพรห่ลายในทุก ๆ พื�นที9ของประเทศ 

และมรีปูแบบการเลี�ยงที9พฒันาไปมากเมื9อเทยีบกบัระบบการเลี�ยงในอดตี โดยพบว่ามกีา รเลี�ยงในระบบ

ต่าง ๆ เช่น การเลี�ยงในกระชงัทั �งในแหล่งนํ�าปิดหรอืแหล่งนํ�าเปิด เช่น แมนํ่�า ลาํคลอง พื�นที9เหนือเขื9อน

กั �นนํ�า รวมทั �งการเลี�ยงในพื�นที9ในบ่อดนิขนาดใหญ่ตั �งแต่ 20-60 ไร่ โดยพบว่าเกษตรกรมกีารปล่อยลกู

ปลาลงเลี�ยงในอตัราที9หนาแน่นสงูและมกีารใหอ้าหารสาํ เรจ็รปูทางการคา้ที9มากไปทั �งปรมิาณ และ

คุณภาพ  

อยา่งไรกต็ามในช่วงระยะเวลา 2-3 ปีที9ผ่านมา การเกดิโรคซึ9งมสีาเหตุมาจากแบคทเีรยี 

Streptococcus spp. ไดเ้ริ9มเขามามบีทบาทและสรา้งความเสยีหายในทุกพื�นที9การเลี�ยงของประทศ 

โดยเฉพาะแถบจงัหวดัพื�นที9ภาคกลาง อนัไดแ้ก่ สมทุรปราการ สมุทรสาคร ประทุมธานี ชยันาท นครสวรรค ์

ราชบุร ีสุพรรณบุรแีละนครปฐม ซึ9งถอืเป็นพื�นที9การเลี�ยงที9ใหญ่ที9สุด นอกจากนี�การเกดิโรคดงักล่าวไดข้ยาย

วงกวา้งออกไปตามพื�นที9การเลี�ยงที9เพิ9มขึ�น ทั �งในพื�นที9ภาคใตต้อนบน ซึ9งไดแ้ก่จงัหวดัเพชรบุร ีชุมพร

ประจวบครีขีนัธ ์ ภาคตะวนัออกซึ9งไดแ้ก่ จงัหวดัฉะเชงิเทรา นครนายก สระแกว้ รวมไปถงึพื�นที9ในแถบ

ภาคเหนือและอสีาน ซึ9งมกีารเลี�ยงทั �งที9เลี�ยงในบ่อดนิและกระชงั จากการศกึษาเบื�องตน้พบว่าโรคดงักล่าวมี

สาเหตุมาจากเชื�อแบคทเีรยี Streptococcus agalactiae โดยอาการที9เกดิขึ�นจะเป็นทั �งแบบเรื�อรงัและ

เฉียบพลนั ซึ9งปลาที9แสดงอาการของโรคนั �นจะสามารถสงัเกตเหน็ความผดิปกตใินการกนิอาหารที9ลดลง ว่าย

นํ�าเชื9องชา้ เมื9อมอีาการมากขึ�นปลาที9ปว่ยจะมอีาการตาโปน ตาขาวขุน่ (Exophthalmia) โคลนครบีต่าง ๆ 

บวม มบีาดแผลตามลาํตวั ท้ องบวม (Ascites) เมื9อผ่าดชู่องทอ้งจะมขีองเหลวสเีหลอืงใสจาํนวนมากทะลกั

ออกมา และเมื9ออาการตดิเชื�อรนุแรงขึ�น ปลาที9ปว่ยเป็นโรคจะว่ายนํ�าควงสว่านไรท้ศิทาง (Croak 

swimming) และตายในที9สุด ซึ9งส่วนใหญ่อาจทาํใหม้อีตัราการตายสงูถงึ 70-80% ในการเลี�ยงในบ่อดนิ และ
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อาจสูงถงึ 100% ในการเลี�ยงในกระชงั    ในการแกไ้ขปญัหาที9เกดิขึ�นดงักล่าวเกษตรกรส่วนใหญ่นิยมใชย้า

ปฏชิวีนะและสารเคมบีางชนิด และยงัมกีารพยายามนําเอายาและสารเคมชีนิดใหมเ่ขา้มาใชเ้สมอ ๆ ซึ9ง

นอกจากจะใชไ้มไ่ดผ้ลในการรกัษาแลว้ ยงัส่งผลกระทบทางลบที9น่าวติกหลายประการไมว่่ าจะเป็น

ผลกระทบต่อสิ9งแวดลอ้ม โดยมผีลทาํลายสิ9งมชีวีติหรอืจลุชพีอื9นที9มปีระโยชน์ตามธรรมชาต ิและยงัส่งผลให้

ตน้ทุนการผลติเพิ9มสงูขึ�นเกนิความจาํเป็นอกีดว้ย ยิ9งไปกว่านั �นผลของการตกคา้งของยาในตวัปลายงัส่งผล

ต่อสุขภาพของผูบ้รโิภคโดยตรง และเป็นที9น่าสงัเกตว่าประเท ศผูนํ้าเขา้หลาย ๆ ประเทศมกีารปฏเิสธสนิคา้

ปลาที9มกีารปนเปื�อนของยาและสารเคมอียูบ่่อยครั �ง ซึ9งปญัหาดงักล่าวไดส้่งผลกระทบต่อธุรกจิการเพาะเลี�ยง

และธุรกจิอื9น ๆ ที9เกี9ยวขอ้งอยา่งรนุแรงทั �งระบบ  เพื9อแกไ้ขปญัหาที9เกดิขึ�น นกัวจิยัในหลาย ๆ กลุ่มได้

พยายามเรง่วจิยั การผลติวคัซนีที9สามารถป้องกนัการเกดิโรคแบคทเีรยีชนิดดงักล่าว ซึ9งเป็นแนวทางที9เหน็

ผลและแกไ้ขปญัหาในภาพรวมไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยเฉพาะกบัสตัวบ์กหรอืสตัวปี์ก รวมถงึกบัสตัวนํ์�า

เองกไ็ดม้กีารผลติออกมาในรปูการคา้และสามารถป้องกนัการเกดิโรคในปลาหลายชนิดอยา่งไดผ้ ล แต่กบั

ปลานิลเองยงัพบว่าการพฒันาเกดิขึ�นอยา่งชา้มากเมื9อเปรยีบเทยีบกบัสตัวนํ์�าชนิดอื9น อาจเป็นเพราะสาเหตุ

สาํคญัประการหนึ9งคอื การขาดความรูค้วามเขา้ใจในระบบภมูคิุม้กนัโรคในปลาชนิดนี� ดงันั �นจงึมคีวาม

จาํเป็นอยา่งเรง่ด่วนที9จะตอ้งมกีารวจิยัเพื9อหาพื�นฐานขององค์ ความรูใ้หมท่ี9จะสามารถหาคาํตอบเกี9ยวกบั

ระบบภูมคิุม้กนัและการตอบสนองทางภมูคิุม้กนัของปลาชนิดนี�กบัเชื�อที9ก่อใหเ้กดิโรคใหเ้รว็ที9สุด  

 

1.2 การเกิดโรค Streptococcosis ในสตัวนํ์?า 

 

 การเลี�ยงสตัวนํ์�าแบบพฒันาในทั 9วทุกภมูภิาคของโลก ไดท้าํใหเ้กดิผลกระทบทางลบตามมาอยา่ง

มากมาย โดยเฉพาะอยา่งยิ9งการเกดิโรคที9มสีาเหตุมาจากการตดิเชื�อแบคทเีรยีและไวรสั ในส่วนของการ

เลี�ยงปลานั �นโรคแบคทเีรยีมกัพบเป็นสาเหตุของการสญูเสยีหลกั ซึ9งในปจัจบุนัไดก้ลายเป็นปญัหาที9สาํคญั

อยา่งมาก และยงัพบว่าใน จากอดตีจนถงึปจัจบุนัมเีชื�อแบคทเีรยีประมาณ 60-70 ชนิด ที9สามารถก่อใหเ้กดิ

โรคในสตัวนํ์�าได ้ (Plumb, 1999) โรคสเตรฟโตคอคโคซสี (Streptococcosis) กเ็ป็นโรคอกีชนิดหนึ9งที9เป็น
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อุปสรรคสาํคญัในการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า และไดส้รา้งความเสยีหายทางเศรษฐกจิทั �งในประเทศและหลายเขต

พื�นที9ทั 9วโลก  (Evans et al. 2000; Perera et al. 1994; Perera et al. 1997) ซึ9งพบว่าโรคชนิดนี�มสีาเหตุมา

จากเชื�อแบคทเีรยีในสกุล Streptococcus เป็นสาํคญั (Shoemaker et al. 2000) ลกัษณะสณัฐานวทิยาของ

เชื�อจดัเป็นแบคทเีรยีแกรมบวก ลกัษณะโคโลนีที9เจรญิบนอาหารเลี�ยงเชื�อมสีขีาว รปูรา่งกลมเดี9ยว ๆ  อยูก่นั

เป็นคู่หรอืต่อเป็นโซ่ยาว ไมเ่คลื9อนที9และไมม่กีารสรา้งสปอร ์ขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลางประมาณ 0.7-1.4 

ไมโครเมตร ใหผ้ลการทดสอบ Catalase  test เป็นลบเมื9อทดสอบดว้ย Hydrogen peroxide และใหผ้ลเป็น

บวกเมื9อทดสอบ Oxidase test สามารถยอ่ยสลายเมด็เลอืดแดงไดเ้ป็น 3 แบบคอื ���� หรอื � (Brochet 

et al. 2006) วธิกีารจาํแนกแบคทเีรยีกลุ่มนี�โดยทั 9วไปจะใชก้ารทดสอบคุณสมบตัทิางซรีมัวทิยาของ

แอนตเิจนที9ผนงัเซลลข์องแบคทเีรยี (Lancefield group antigen) รวมทั �งการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมี

และคุณสมบตัใินการยอ่ยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดง โดยพบว่ามเีพยีงชนิดเดยีวเท่านั �นที9มแีอนตเิจนที9ผนงั

เซลลเ์ป็น Group B คอื S. agalactiae (Evans et al. 2002) ซึ9งเป็นสาเหตุหลกัของการเกดิโรค 

Streptococcosis ในปลาหลาย ๆ ชนิด พบการแพรร่ะบาดครั �งแรกในปลา Rainbow trout (Oncorhynchus 

mykiss) ที9ประเทศญี9ปุ่นในปี 1957 (Robinson  and Meyer, 1966) การแพรร่ะบาดของโรคชนิดนี�สามารถ

พบไดท้ั �งในปลานํ�าจดืและปลาทะเล  (Inglis et al., 1993; Eldar and Ghittino 1999) นอกจากแบคทเีรยี

ชนิดนี�แลว้เชื�อแบคทเีรยีในสกุลนี�ชนิดอื9นที9พบว่ามรีายงานการแพรร่ะบาดและสรา้งความเสยีหายในปลา

โดยทั 9วไป  ไดแ้ก่ S. iniae และ S. agalactiae ซึ9งถอืไดว้่าเป็นแบคทเีรยีที9เป็นสาเหตุหลกัของการเกดิโรค

ระบาดในปลาหลายชนิด เช่น ปลาลกูผสม Striped bass (Morone chrysops x Morone saxatilis) (Evans 

et al. 2002), Red sea (Pamadasys stridens) (Coloni et al. 2002), Rainbow trout (Oncorhynchus 

mykiss) (Eldar et al. 1997; Nakanishi et al. 2002a), Zebrafish (Danio rerio), (Miller and Neely, 

2004), Yellow tail (Seriola quinqueradiata) (Matsuyama et al. 1992) รวมทั �งในปลานิล Nile tilapia (O. 

niloticus) ดว้ย ซึ9งพบว่ามกีารรายงานการแพรร่ะบ าดและสรา้งความเสยีหายในหลายภมูภิาคของโลก 

(Whittington et al. 2005; Al-Harbi 1994; Perera et al. 1997; Klesius et al. 2000; Shoemaker et al. 

2000; Evans et al. 2002) รวมทั �งในประเทศไทยเองกม็กีารรายงานการระบาดของโรค Streptococcosis 
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ในปลานิลที9เลี�ยงในกระชงัและบ่อดนิในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (นิลุบล, 2545) และการรายงานการแพร่

ระบาดในเขตพื�นที9ภาคใต ้ (นเรศและคณะ, 2547) รวมทั �งพื�นที9การเลี�ยงในภาคกลางของประเทศที9จดัเป็น

พื�นที9การเลี�ยงที9ใหญ่ที9สุด โดยปญัหาดงักล่าวกําลงักลายเหน็ปญัหาหลกัของการตายของปลาและสรา้งความ

เสยีหายทางเศรษฐกจิอยา่งหนกัในปจัจบุนั 

ลกัษณะอาการของโรค Streptococosis ที9ปรากฏในปลาแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัออกไป โดย

ลกัษณะอาการที9พบทั 9วไปในปลาทุกชนิด คอื ปลาจะว่ายนํ�าชา้ลง สตีวัเขม้ขึ�น ตาโปนและขุน่ขาวเนื9องจากมี

ของเหลวมาคลั 9งบรเิวณหลงัลกูตา มกีารสะสมของเหลวในช่องทอ้งทาํใหท้อ้งบวม เกดิอาการตกเลอืดที9

บรเิวณรอบตา ลาํตวั รอบขากรรไกร ปาก แผ่นปิดเหงอืก ฐานของครบีต่าง ๆ และ ปลาจะมอีาการว่ายนํ�า

ส่ายไปมาไรท้ศิทาง อวยัวะภายใน ตบั มา้ม ไต จะมสีซีดี และมขีนาดใหญ่ ขึ�น (Inglis et al., 1993; Perera 

et al. 1997; Eldar et  al. 1997) นอกจากนี�ปลาที9ตดิเชื�อจะมอีตัราการตายเพิ9มขึ�นถงึ 75% ในการเลี�ยงดว้ย

ระบบปิด (Perera et al. 1994; Stoffregen et al. 1996) และอตัราการตายที9 50% ของการเลี�ยงในบ่อ 

(Eldar et al. 1997) และอตัราการตายจะสงูขึ�นเรื9อย ๆ จนเกอืบ 90% ภายใน 5-7 วนั ในปลานิลนั �นลกัษณะ

อาการภายนอกที9พบจะมลีกัษณะคลา้ยกบัที9มรีายงานในปลาชนิดอื9น แต่จะมอีาการบวมที9คอดหางและ

บรเิวณลาํตวัเนื9องจากภายในจะมหีนองมาสะสม (นิลุบล, 2545) เพื9อเป็นการแกไ้ขปญัหาที9เกดิขึ�นดงักล่าว 

การพฒันาวคัซนีในการป้องกนัการระบาดของโรค จดัเป็นวธิหีนึ9งที9มกีารพฒันาเพื9อหวงัที9จะควบคุมการ

ระบาดของโรคและแกไ้ขปญัหาการใชย้าและสารเคมตีกคา้งในสตัวนํ์�า รวมทั �งปลาชนิดต่าง ๆ ที9มี

ความสาํคญัเศรษฐกจิ ซึ9งวคัซนีที9เตรยีมจากเชื�อ  Streptococcus spp.  กม็กีารศกึษาและพฒันามาอยา่ง

ต่อเนื9อง ทั �งในส่วนของรปูแบบและวธิกีารใหว้คัซนีรวมถงึปจัจยัต่าง ๆ ที9จะส่งผลต่อประสทิธภิาพของวคัซนี 

โดยมกีารศกึษาในปลาเศรษฐกจิหลายชนิด เช่น ธรีาภรณ์ และคณะ  (2548) ทาํการทดสอบประสทิธภิาพ

ของวคัซนีป้องกนัโรค S. agalactiae ในปลานิล โดยวธิกีารผสมอาหาร  ทําการทดลองกบัปลานิลที9มนํี�าหนกั

เฉลี9ยประมาณ 20 กรมั หลงัจากไดร้บัวคัซนีที9เตรยีมจากเชื�อ  S. agalactiae ที9ฆา่ดว้ยฟอรม์าลนิเขม้ขน้ 2 

เปอรเ์ซน็ต ์เป็นเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 สปัดาหแ์ลว้ นําปลามาทดสอบความตา้นทานโรคกบัเชื�อ S. 

agalactiae โดยพจิารณาจากอตัราการตายและค่า Relative Percent Survival (RPS) พบว่าปลานิลที9ไดร้บั
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วคัซนีโดยวธิกีารผสมอาหารเป็นเวลาตั �งแต่ 6 สปัดาหข์ึ�นไปมอีตัราการตายตํ9ากว่าปลากลุ่มควบคุมและมคี่า 

RPS สงูกว่าปลากลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P�0.01) Eldar et al. (1995) ทาํการทดสอบ 

formalin killed วคัซนีของเชื�อ S. difficile ในปลานิลลกูผสมนํ�าหนกัเฉลี9ย 150-180 กรมั ปลาในแต่ละชุด

การทดลองไดร้บัวคัซนีที9เตรยีมจากเชื�อสายพนัธุท์ี9ต่างกนัโดยการฉีดเขา้ช่องทอ้ง ซึ9งผลจากการทดสอบ

ความคุม้โรคต่อเชื�อ S. difficile พบว่าปลาที9ไดร้บัวคัซนีมอีตัราการรอดถงึ 100 เปอรเ์ซน็ต ์โดย

ประสทิธภิาพในการป้องกนัการเกดิโรคของวคัซนีไมจ่าํเพาะต่อสายพนัธุข์องเชื�อ S. difficile  ส่วนการ

ทดลองใหว้คัซนีที9เตรยีมจากโปรตนีที9สกดัไดจ้ากเชื�อ S. difficile กพ็บว่าสามารถป้องกนัการตดิเชื�อ S. 

difficile  ไดเ้ช่นเดยีวกนั ซึ9งการป้องกนัการตดิเชื�อในปลานิลมคีวามสมัพนัธก์บัการพฒันาระดบัแอนตบิอดี

ในซรีมั Evans et al. (2004) ไดท้าํการประเมนิประสทิธภิาพของวคัซนี S.  agalactiae ในลกูปลานิลขนาด 

5 และ 30 กรมั โดยการฉีดเขา้ช่องทอ้งและการแช่ในสารละลายวคัซนี พบว่าการใหว้คัซนีในปลานิลขนาด 

30 กรมั โดยการฉีดเขา้ช่องทอ้งสามารถป้องกนัการตดิเชื�อ  S. agalactiae ของแบคทเีรยี Isolate ที9ไมไ่ดใ้ช้

ในการเตรยีมวคัซนีได ้ในขณะที9ลกูปลาขนาด 5 กรมัที9ไดร้บัวคัซนีโดยการฉีดเขา้ช่องทอ้ง มอีตัราการตายที9

ไมแ่ตกต่างจากชุดควบคุมที9ไมไ่ดร้บัวคัซนี ส่วนประสทิธภิาพวคัซนีที9ใหโ้ดยการแช่นั �น พบว่าปลานิลทั �งสอง

ขนาด มอีตัราการตายแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) จากปลาในชุดควบคุม แต่ประสทิธภิาพของวคัซนี

ยงัตํ9ากว่าการใหโ้ดยการฉีดเขา้ช่องทอ้งในปลาขนาด 30 กรมั จากการศกึษาดงักล่าวขา้งตน้แสดงใหเ้หน็ว่า

การพฒันาวคัซนีมแีนวโน้มที9ด ีที9จะสามารถป้องกนัการเกดิโรค Streptococcosis ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ 

และหากมคีวามรูค้วามเขา้ใจในการตอบสนองทางภูมคิุม้กนัของปลานิลใหด้ยีิ9งขึ�นแลว้ ยิ9งจะทาํใหก้าร

พฒันาการเตรยีมและรปูแบบการใชว้คัซนี ใหส้ามารถดาํเนินไปอยา่งรวดเรว็และมปีระสทิธภิาพ และจะเป็น

ผลใหส้ามารถพฒันาไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมเพื9อแกไ้ขปญัหาการเกดิโรคชนิดนี�ในสภาพการเลี�ยงจรงิได้

ในทา้ยที9สุด 
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1.3 หลกัการใช้ Probiotics bacteria ในการป้องกนัเชื?อโรคในสตัวนํ์?า   

การนําจลุชพีที9มปีระโยชน์มาใชเ้ป็น Probiotics ในการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า ไดม้กีารบนัทกึไวแ้ลว้ว่ามี

การใชม้ากว่า 40 ปี (Kozasa,1986) โดยส่วนใหญ่จลุชพีเหล่านี�จะทั �ง แบคทเีรยี  เชื�อราและยสีต ์และมี

แนวความคดิที9จะมุง่เน้นในการนํามาใชเ้พื9อการป้องกนัการเกดิโรคในสิ9งมชีวีติ เป็นหลกั เนื9องจากกลุ่ม

แบคทเีรยีเหล่านี�มคีุณสมบตัพิเิศษในการสรา้งสารยบัยั �งแบคทเีรยีหรอืจลุชพีที9ก่อโรค บางชนิดสามารถสร้ าง

หรอืผลติวติามนิหรอืเอนไซมต่์อกระบวนการเมตาโบลซิมึของ Host ที9อาจมผีลโดยตรงต่อ Host หรอืจลุชพี

ชนิดอื9น ที9อาศยัในรา่งกายของสตัวใ์หส้ามารถทาํงานไดด้ขีึ�น บางชนิดสามารถผลติกรดอนิทรยีบ์างชนิดที9

เมื9อหลั 9งออกมาแลว้จะมผีลต่อแบคทเีรยีใหโ้ทษทาํใหไ้มส่ามารถเจรญิเตบิโตไดใ้นสภาพนั �น ๆ นอกจากนี�

แบคทเีรยีในกลุ่มนี�ยงัมคีวามสามารถในการแกรง่แยง่กบัแบคทเีรยีก่อโรคในสภาพแวดลอ้ม ทั �งในและนอก

ตวัสตัวอ์กีดว้ย โดยเฉพาะในสตัวนํ์�านั �นในช่วงกว่า 20 ปี การเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�ามอีตัราการเจรญิเตบิโต

เพิ9มขึ�นทุก ๆ ปี แต่ปญัหาเรื9องการระบ าดของโรคมผีลต่อการเพาะเลี�ยงเป็นอยา่งมาก ในอดตีมกีารใช้

สารเคม ียาฆา่แมลง และยาปฏชิวีนะ เพื9อแกป้ญัหาโรคระบาด แต่กลบัส่งผลใหเ้กดิการดื�อยา การตกคา้ง

ของสารเคมใีนสตัวนํ์�า วธิกีารแกป้ญัหาที9ดทีี9สุด คอื การป้องกนัโรค เช่น ควบคุมสภาพแวดลอ้มในบ่อ การ

ควบคุมการใหอ้าหาร คุณภาพนํ�า การใชแ้บคทเีรยีที9ไมก่่อใหเ้กดิโรคควบคุมแบคทเีรยีที9ก่อโรค (probiotic 

biocontrol agents) เป็นอกีแนวทางที9สามารถป้องกนัการเกดิโรคระบาด (Austin et. al., 1995, Moriarty, 

1997) อาศยัหลกัการควบคุมทางชวีภาพ (Biocontrol) ใชส้ิ9งมชีวีติเพื9อควบคุมสิ9งมชีวีติอกีชนิดหนึ9งไมใ่ห้

เพิ9มจาํนวน หรอืสรา้งความเสยีหายใหก้บัระบบโดยส่วนรวม สิ9งมชีวีตินั �น ๆ จะตอ้งไมส่่งผลกระทบ หรอืผล

เสยีหายต่อเจา้บา้น หรอืระบบนิเวศโดยรวม (Gatesoupe, 1991)  

โปรไบโอตกิ มาจากคาํภาษากรกี หมายถงึ เพื9อชวีติ โ ปรไบโอตกิโดยทั 9วไปนั �นหมายถงึ จลุนิทรยี์

ซึ9งอาจมชีนิดเดยีว หรอืเป็นส่วนผสมของจลุนิทรยีห์ลายชนิดที9สามารถไปปรบัปรงุคุณสมบตัขิองจลุนิทรยี์

ดั �งเดมิที9อาศยัอยูใ่นลาํไสข้องสตัวน์ั �น มผีูใ้หค้าํจาํกดัความของโปรไบโอตกิไวห้ลายความหมายดงันี�  

Lilly และ Stillwell (1965) เป็นบุคคลแรกที9อธบิายเกี9ยวกบัโปรไบโอตกิว่าเป็นสารที9ผลติขึ�นจาก

จลุนิทรยีท์ี9ด ีและส่งเสรมิใหส้ตัวม์กีารเจรญิเตบิโต 
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Parker (1974) ไดอ้ธบิายว่าโปรไบโอตกิ คอืกลุ่มของจลุนิทรยีห์รอืสสารที9มปีระโยชน์ต่อสตัวโ์ดยไม่

มผีลกบัจลุนิทรยีท์ี9พบตามปกตภิายในลาํไส ้สามารถ ปรบัสมดุลในระบบทางเดนิอาหาร ในที9นี�รวมถงึ

จลุนิทรยีป์ระจาํถิ9น และ antibiotics ดว้ย 

Fuller (1989) ไดใ้หค้วามหมายว่าโปรไบโอตกิ คอื อาหาร (เสรมิ) ซึ9งประกอบดว้ยจลุนิทรยีท์ี9ยงัมี

ชวีติอยู ่และยงัก่อใหเ้กดิประโยชน์ โดยช่วยปรบัระดบัความสมดุลของจลุนิทรยีภ์ายในระบ บทางเดนิอาหาร

ของสิ9งมชีวีติ 

Fuller (1992) อธบิายว่าโปรไบโอตกิเป็นจลุนิทรยีท์ี9มชีวีติที9เลี�ยงไดจ้ากอาหาร มผีลต่อการปรบั

สมดุลยข์องจลุนิทรยีใ์นลาํไส ้จะตอ้งเป็นจลุนิทรยีท์ี9มชีวีติและใหส้ามารถใหก้บั host โดยการผสมอาหาร 

Havenaar และ Veid 1992 ไดใ้หค้วามหมายว่าโปรไบโอตกิตอ้งประกอบดว้ยจลุนิทรยีท์ี9มชีวี ิตซึ9ง

อาจมเีพยีงชนิดเดยีว หรอืเป็ นส่วนผสมของจลุนิทรยีห์ลายๆ ชนิด ที9สามารถไปปรบัปรงุสมดุลของจลุนิทรยี์

ในระบบทางเดนิอาหาร โดยจลุนิทรยีเ์หล่านี�อาจอยูใ่นรปูเซลลแ์หง้ หรอืผลติภณัฑห์มกั 

SEAFDEC (1996) ไดอ้ธบิายว่าโปรไบโอตกิคอื จลุนิทรยีเ์พยีงชนิดเดยีวหรอืเป็นสารประกอบ

จลุนิทรยีท์ี9ทาํการคดัเลอืกสายพนัธุ ์แลว้มาประยกุตใ์ชก้บัระบบการเลี�ยงเพื9อใหเ้กดิประโยชน์ โดยเป็น

จลุนิทรยีท์ี9พบทั 9วไปในแหล่งนํ�า และตะกอนพื�นบ่อและสามารถเพิ9มจาํนวนไดอ้ยา่งมากและมผีลโดยตรงต่ อ

การเจรญิเตบิโต หรอืควบคุมความเป็นอยูข่องแบคทเีรยีที9ทาํใหเ้กดิโรค ซึ9งอาจจะใชใ้นลกัษณะการผสม

อาหารใหส้ตัวนํ์�าหรอืในสภาวะกบันํ�าโดยตรง 

Maeda et. al., (1997) ไดอ้ธบิายว่าว่าโปรไบโอตกิเป็นจลุนิทรยีท์ี9มปีระโยชน์ต่อรา่งกายของ

สิ9งมชีวีติโดยการทาํงานแบบ biological control 

Moriarty (1998) ใหค้วามหมายว่าโปรไบโอตกิในการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�าจะรวมถงึการใส่แบคทเีรยีลง

ในบ่อหรอืถงัเลี�ยงสตัวนํ์�า 

Gram et. al, (1999) ไดอ้ธบิายว่าโปรไบโอตกิเป็นจลุนิทรยีท์ี9มปีระโยชน์ต่อสิ9งมชีวีติ โดยปรบั

สมดุลยข์องจลุนิทรยีใ์นรา่งกาย โดยที9ไมจ่าํเ ป็นที9ตอ้งใหโ้ปรไบโอตกิโดยการผสมอาหาร 
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Gatesoupe (1999) ใหค้วามหมายของโปรไบโอตกิว่าหมายถงึ เซลลข์องจลุนิทรยีท์ี9เตมิลงไปโดย

วธิใีดๆ แลว้สามารถเขา้ไปอยูใ่นลาํไสข้องเจา้บา้น และมชีวีติอยูไ่ด ้และสามารถปรบัปรงุสุขภาพของเจา้

บา้นใหด้ขีึ�น 

Salminen et. al., (1999) ไดอ้ธบิายว่าโปรไบโอตกิเป็นกลุ่มของจลุนิทรยีท์ี9ไมจ่าํเป็นตอ้งมชีวีติ แต่

ไดม้าจากเซลลข์องจลุนิทรยี ์และมปีระโยชน์ต่อสิ9งมชีวีติที9ไดร้บัโปรไบโอตกิเขา้ไป  

ซึ9งพจิารณาโดยรวมแลว้จลุนิทรยีท์ี9สามารถใชเ้ป็นโปรไบโอตกิไดอ้าจเป็นแบคทเีรยี รา ยสีต ์ซึ9งมี

คุณสมบตัแิละกลไกการออกฤทธิ �แตกต่างกนั เช่น จลุนิทรยีบ์างชนิดสรา้งวติามนิ และสารที9ไมท่ราบชนิด ซึ9ง

จาํเป็นต่อจลุนิทรยีท์ี9เป็นประโยชน์ในระบบทางเดนิอาหารของสตัวนํ์�า และยงัช่วยส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต 

และใหก้รดอะมโินที9จาํเป็น เพื9อสรา้งโปรตนีและไขมนั บางกลุ่มสามารถสรา้งเอนไซ มเ์ฉพาะเจาะจงที9ยอ่ย

สารประกอบเชงิซอ้นใหเ้ป็นนํ�าตาลเชงิเดี9ยว กรดอนิทรยี ์กรดอะมโิน ซึ9งสตัวแ์ละจลุนิทรยีท์ี9อาศยัอยู่

สามารถนําไปใชต่้อได ้นอกจากนี�อาจสรา้งเอมไซม ์เช่น Cellulose, xylanase, lipase เป็นตน้ ซึ9งช่วยยอ่ย

อาหารและลดปรมิาณจลุนิทรยี ์ที9ทาํใหเ้กดิโร คในระบบทางเดนิอาหารเพิ9มความสมัพนัธร์ะหว่างจลุนิทรยี์

ดว้ยกนั และระหว่างจลุนิทรยีก์บัเจา้บา้น  จลุนิทรยีเ์หล่านี�สรา้ง Acetate, lactate, volatile acid, วติามนิ, 

เอนไซม,์ สารตา้นแบคทเีรยี คุณสมบตัทิี9สาํคญัที9ใชใ้นการคดัเลอืกแบคทเีรยีที9จะนํามาใชเ้ป็นโปรไบโอตกิ ใน

สตัวนํ์�าที9สาํคญั Gatesoupe (1999) รวบรวมไวด้งันี� 

1. ควรเป็นแบคทเีรยีที9มคีวามสามารถในการต่อตา้นแบคทเีรยีที9ก่อโรคได ้โดยอาจแสดงผลในหลอด

ทดลองว่ามคีวามสามารถในการแขง่ขนั การใชส้ารอาหารหรอืผลติสารเพื9อฆา่ หรอืยบัยั �งจลุนิทรยีท์ี9

ก่อโรค 

2. มคีวามสามารถในการยดึเกาะลาํไสไ้ด ้หรอืสามารถอยูใ่นลาํไสไ้ดช้ั 9วระยะเวลาหนึ9ง  

3. ทาํใหเ้จา้บา้นแขง็แรงมคีวามตา้นทานโรคโดยมกีารยนืยนัดว้ยการทดสอบการตา้นทานโรค 

(challenge test) 

4. มคีวามสามารถในการกระตุน้ภมูคิุม้กนัได้ 
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สาํหรบัคุณสมบตัใินการผลติสารยบัยั �งในสภาพหลอดทดลองนั �น ไมใ่ช่คุณสมบตัทิี9จะนํามาใชใ้นการ

คดัเลอืกแบคทเีรยี เพื9อเป็นโปรไบโอตกิไดเ้สมอไป เพราะว่าสารยบัยั �งเหล่านี�มดีว้ยกนัหลายประเภท คอื 

Antibiotics, organic acid, hydrogen peroxide และ siderophores ซึ9งการสรา้งสารแต่ละชนิดของ

แบคทเีรยีขึ�นกบัสภาวะที9แตกต่างกนัออกไป ทั �งในสภาพหลอดทดลอง และในสตัวท์ดลอง 

ประเดน็สาํคญัประการหนึ9งคอืโปรไบโอตกิในสตัวนํ์�าตอ้งเป็นจลุนิทรยีท์ี9ยอมรบัของผูบ้รโิภคทั 9วไป 

และมคีวามปลอดภยัต่อคนและสิ9งแวดลอ้ม ตลอดระยะเวลาในการใช ้ทั �งระยะสั �นและ ระยะยาวตามมาตรฐาน 

GRAS (Generally Recognized As Safe Microorganism) FDA และ AAFCO การใชโ้ปรไบโอตกิจะตอ้ง

เป็นไปตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ พ .ศ.2539 โดยมรีะดบัการใชใ้นอาหารสตัวผ์สมสาํเรจ็รปู

ไมน้่อยกว่า 1x10
5 
CFU (colony forming unit) ต่ออาหารสตัว ์1 กรมั จลุนิทรยีท์ี9กําหนดใหใ้ชเ้ป็นโปรไบโอ

ตกิตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ พ.ศ 2539 มดีงันี�  

กลุ่มของแบคทเีรยี ไดแ้ก่ Bacillus coagulan, B. lentus, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis(

สายพนัธุท์ี9ไมส่รา้งสารปฏชิวีนะ),  B. subtilis strain BN, B.toyoi, Bacteroides amylophilus, Bacteroides 

ruminicola, Bacteroides suis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis   

กลุ่มของยสีต ์ไดแ้ก่ Candida pintolepessi, Saccharomyces cerevisiae และ Pediococcus spp. 

กลุ่มของเชื�อรา ไดแ้ก่ Aspergilus niger  และ A. oryzae  

แบคทเีรยีที9ก่อปญัหาในการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�านั �น ส่วนมากเป็นแบคทเีรยีแกรมลบ มคีวามสามารถ

ในการปรบัตวัสงู จงึมกีารใชย้าตา้นจลุชพีและสารเคม ีเพื9อควบคุมโรคที9เกดิจากแบคทเีรยีเหล่านี� แต่

ปจัจบุนัพบว่าปญัหาเชื�อแบคทเีรยีมกีารดื�อยา ทาํใหก้ารรกัษาไมไ่ดผ้ล ในบางครั �ง และยงัมปีญัหาการตกคา้ง

ของยาตา้นจลุชพี ดงันั �นการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�าที9ย ั 9งยนืนั 9นตอ้งใชห้ลกัการควบคุมทางชวีภาพเพื9อควบคุมการ

ระบาดของโรค และลดปรมิาณการใชย้าและสารเคมลีง จากการศกึษาในปจัจบุนัพบว่ากลไกการออกฤทธิ �

ของแบคทเีรยีที9เป็นโปรไบโอตกิมหีลาย ๆ  กลไก เช่น  โปรไบโอตกิแบคทเีรยีสามารถ ผลติสารที9มฤีทธิ �ใน

การยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของกลุ่มแบคทเีรยีก่อโรค ซึ9งมกัจะปล่อยสารเคมอีอกมาโดยสารนั �นจะมฤีทธิ �เป็น

สารฆา่แบคทเีรยีหรอืยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี ซึ9งคุณสมบตันิี�ก่อใหเ้กดิการแขง่ขนัการใช้
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พลงังานและสารเคม ีไมว่่าจะเป็นในลาํไสข้องเจา้บา้น หรอืบนอาหารเลี�ยงเชื�อ เช่น สารปฏชิวีนะ สารตา้น

แบคทเีรยี ไลโซไซม ์กรดอนิทรยีแ์ละเอนไซมต่์าง ๆ ระบบนิเวศของจลุนิทรยีใ์นการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า จะมี

ลกัษณะเป็นการแก่งแยง่สารอาหาร คารบ์อน แหล่งพลงังาน เพื9อการอยูร่อด และไ มส่่งผลกระทบต่อเจา้บา้น 

การแก่งแยง่พื�นที9ในการยดึเกาะบรเิวณพื�นผวิของเจา้บา้นซึ9งเป็นวธิกีารหนึ9งในการป้องกนัการเพิ9มจาํนวน

ของแบคทเีรยีกลุ่มก่อโรค การยดึเกาะไมจ่าํเป็ นตอ้งอาศยัความจาํเพาะอาจขึ�นอยู่กบัปจัจยักายภาพ เคม ี

รวมถงึโมเลกุลที9ทาํหน้าที9ในการยดึเกาะ และโมเลกุลที9เป็นตวัรบับนผวิเซลล ์การใชโ้ปรไบโอตกิในการ

กระตุน้การทาํงานของระบบภมูคุม้กนั บางครั �งอาจใชเ้ซลลห์รอืส่วนประกอบของเซลลจ์ลุชพีมาเป็นสาร

กระตุน้ระบบภมูคิุม้กนัได ้สารกระตุน้ภมูคิุม้กนันั �นทาํ ใหร้ะบบภูมคิุม้กนัของเจา้บา้นสงูขึ�นและสามารถ

ตา้นทานเชื�อที9ทาํใหก่้อโรค โดยการเพิ9มขบวนการกลนืกนิสิ9งแปลกปลอม การสรา้งแอนตบีอด ีและการเพิ9ม

การผลติซุปเปอรอ์อกไซดแ์อนไอออนซึ9งเป็นสารจาํเป็นในการทาํลายเชื�อโรคและสิ9งแปลกปลอม นอกจากนี�

โปรไบโอตกิยงัมคีุณสมบตัใินการปรบัปรุงคุณภาพของนํ�า โดยเฉพาะกลุ่มบาซลิลสั ซึ9งเป็นแบคทเีรยีแกรม

บวก สามารถควบคุมปรมิาณของเสยีที9เป็นสารอนิทรยี ์โดยเปลี9ยนใหเ้ป็นคารบ์อนไดออกไซด ์ซึ9งเป็น

เหตุผลว่า ในบ่อที9มปีรมิาณแบคทเีรยีสงู จะพบว่ามปีรมิาณสารอนิทรยีต์ํ9าในระหว่างการเลี�ยง นอกจากกลุ่ม

บาซลิลสัแลว้ ยงัมแีบคทเีรยีอกีหลายชนิดที9มคีุณสมบตัเิป็น Nitrifying bacteria ที9สามารถลดปรมิาณ

แอมโมเนียและไนไตรทใ์นนํ�าไดด้เีช่นกนั ซึ9งมกีารทดลองที9ไดแ้สดงใหเ้หน็ถงึประสทิธภิาพของการใชโ้ปร

ไบโอตกิ ไดแ้ก่ 

Gatesoupe (1991) ศกึษาการต่อตา้นการเกดิโรคในลกูปลา turbot โดยการใชส้ปอรข์อง Bacillus 

toyoi ผสมโรตเิฟอร ์และอกีกลุ่มผสมโรตเิฟอรก์บัยาปฏชิวีนะใหป้ลา พบว่าอตัราการรอดตายไมแ่ตกต่าง แต่

จะมคีวามแตกต่างกนัของนํ�าหนกั โดยกลุ่มที9ผสมสปอรข์อง B. toyoi กบัโรตเิฟอรจ์ะมนํี�าหนกัเพิ9มขึ�น

มากกว่าในกลุ่มที9มกีารใชย้าปฏชิวีนะอย่างมนียัสาํคญั 

Austin et. al., (1995) ไดศ้กึษาการเตมิโปรไบโอตกิลงในบ่อเลี�ยงปลาแซลมอน ช่วยใหอ้ตัราการ

รอดของปลาสงูขี�นเป็น 74 % เมื9อเทยีบกบักลุ่มควบคุมที9ไมไ่ดเ้ตมิโปรไบโอตกิซึ9งเป็น 18% และสามารถ

ป้องกนัเชื�อ V. anguillarum, V. ordalii  และ A. salmonicida  ในปลาเทราท ์และปลาแซลมอน นอกจากนี�ยงั
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ไดท้ดลองนําโปรไบโอตกิที9ใชส้าํหรบักุง้ไปประยกุตใ์ชใ้นบ่อพกันํ�าของการเลี�ยงปลาแซลมอนขนาด 21 กรมั

เป็นประจาํ แลว้เหนี9ยวนําใหเ้กดิโรคดว้ยเชื�อ Vibrio sp. พบว่าสามารถลดอตัราการตายไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั 

 

Moriarty et. al., (1997) ศกึษาการใช ้แบคทเีรยีโปรไบโอตกิ Bacillus sp. กบัเชื�อ Vibrio sp. ที9ทาํ

ใหเ้กดิโรค Vibriosis โดยทาํการเปรยีบเทยีบกบัฟารม์ที9ไมใ่ชแ้บคทเีรยี Bacillus sp. พบว่าฟารม์ที9ไมไ่ดใ้ช้

จะประสบความลม้เหลวหลงัจากเลี�ยงได ้ 80 วนั ในขณะที9ฟารม์ที9ใชโ้ปรไบโอตกิ เลี�ยงนานกว่า  160 วนัไม่

พบปญัหาตลอดการเลี�ยง และยงัพบว่าฟารม์ที9มกีารใชโ้ปรไบโอตกิจะมปีรมิาณเชื�อ V. harveyi ในนํ�าลดลง 

Rengpipat et al. (1998) รายงานการใชเ้ชื�อ Bacillus S11 และใชเ้ป็นโปรไบโอตกิใส่ลงในไรสี

นํ�าตาล (Artemia sp.) เพื9อเป็นอาหารสาํหรบักุง้กุลาดาํ การใชโ้ปรไบโอ ตกิ Bacillus S11 ในการเลี�ยงกุง้

กุลาดาํมผีลต่อการเพิ9มขึ�นของนํ�าหนกัตวั และความยาว และเมื9อเหนี9ยวนําลกูกุง้ใหเ้กดิโรคโดยเชื�อ V. 

harveyi พบว่าลกูกุง้มอีตัราการตายสงูในกลุ่มที9ไมม่กีารใช ้ Bacillus  เป็น 85 % ส่วนในกลุ่มที9ไดร้บัโปร

ไบโอตกิมอีตัราการตายเพยีง 13 % สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Phianphak et. al. (1999) ไดศ้กึษา 

Lactobacillus spp. ที9แยกจากทางเดนิอาหารไก่ ผสมใหก้บัอาหารกุง้ เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมใหอ้าหาร

ปกต ิพบว่ากุง้กุลาดาํที9เลี�ยงดว้ย  Lactobacillus spp. มอีตัราการรอดตายและอตัราการเจรญิเตบิโต

มากกว่ากลุ่มควบคุม เมื9อเลี�ยงครบ 100 วนั และนําทั �ง 2 กลุ่มมาเหนี9ยวนําใหเ้กดิโรค โดยแช่เชื�อ V. 

harveyi เป็นเวลา 10 วนั พบว่ากลุ่มที9ผสม Lactobacillus spp. มอีตัาการรอดตาย 100% ในขณะกลุ่ม

ควบคุมมอีตัราการรอดตาย 26%   

Rengpipat et al. (1998) ไดท้าํการแยก Bacillus S11 จากกุง้กุลาดาํและผสมในอาหารกุง้เพื9อใช้

เป็นโปรไบโอตกิ ซึ9งม ี3 รปูแบบ คอื เซลลส์ด เซลลส์ดในสารละลายนํ�าเกลอื และเซลล ์lyophilized ภายหลงั

จากที9ใหโ้ปรโบโอตกิ เป็นเวลา 100 วนั พบว่ากุง้กุลาดาํระยะ P 30 มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ(p< 0.05) ระหว่างกลุ่มที9ใชโ้ปรไบโอตกิกบักลุ่มควบคุม หลงัจากกุง้ไดร้บัเชื�อ V.  harveyi  โดยการแช่

เป็นเวลา 10 วนั กลุ่มที9ไดร้บัโปรไบโอตกิ ทั �ง 3  กลุ่มมอีตัราการรอดตาย   100 เปอรเ์ซน็ต ์ในขณะที9กลุ่ม

ควบคุมรอดตาย 26 เปอรเ์ซน็ต ์นอกจากนั �น กลุ่มควบคุมแสดงลกัษณะภายนอกชดัเจนว่า กุง้มสีุขภาพไมด่ ี  
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hepatopancreas  และลาํไสไ้มป่กต ิในขณะที9กลุ่มที9ไดร้บัโปรไบโอตกิกุง้จะแขง็แรง  hepatopancreas  และ

ลาํไสป้กต ิ

Gram et al. (1999) ศกึษาการใชโ้ปรไบโอตกิ แบคทเีรยี Pseudomonas fluorescens กบัเชื�อ V.  

anguillarum ในบ่อเลี�ยงปลา  rainbow trout โดยการแช่ปลาลงในเชื�อ  V.  anguillarum พบว่าสามารถลด

อตัราการตายจาก 47 เปอรเ์ซน็ตใ์นกลุ่มที9ไมม่กีารใส่โปรไบโอตกิ แบคทเีรยี Pseudomonas fluorescens 

เป็น 32 เปอรเ์ซน็ต ์ 

 Rengpipat et al. (2000) ไดท้าํการทดลองพบว่าการรอดตายและการเจรญิเตบิโตของกุง้กุลาดาํที9

ใหอ้าหารผสม Bacillus S11 จะดกีว่ากุง้ที9ไมไ่ดร้บัอาหารผสม  Bacillus S11 โดย Bacillus S11 มี

ประสทิธภิาพในการไปกระตุน้ และเพิ9มกระบวนการฟาโกซยัโตซสิ ซึ9งทราบไดจ้ากการวดัเปอรเ์ซน็ตฟ์าโก

ซยัโตซสิ และ phagocytic index (PI) ในเลอืด ฟีนอลออกซเิดส และกระบวนการกําจดัแบคทเีรยี

(antibacterial activities) ซึ9งจะเพิ9มขึ�นตามอายขุองกุง้ แต่จะเพิ9มมากขึ�นโดยการใชโ้ปรไบโอตกิ ซึ9งทราบได้

โดยการทดลอง หลงัจากเลี�ยงกุง้ 90 วนั โดยใหอ้าหารที9ผสมและไมผ่สม Bacillus S11 และใส่ V. harveyi  

หลงัจากนั �น 10 วนั กุง้ที9ใหอ้าหารผสมกบัโปรไบโอตกิมอีตัรารอดดกีว่า อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)  อตัรา

การรอดตายเมื9อใชโ้ปรไบโอตกิคอื 54.3 เปอรเ์ซน็ต์ เปรยีบเทยีบกบักุง้ที9ไมไ่ดใ้ชโ้ปรไบโอตกิมอีตัราการ

รอดตาย 35.5 เปอรเ์ซน็ต ์การตอบสนองทางภูมคิุม้กนัของ กุง้กุลาดาํที9ไดร้บัเชื�อ เป็นเวลา 10 วนั ในกลุ่มที9

ไดร้บัโปรไบโอตกิกบักลุ่มควบคุมจะต่างกนัอยา่งมาก ฟีนอลออกซเิดสมปีรมิาณสงูในกุง้ที9ไดร้บัโปรไบโอตกิ 

คอื 2.7 ± 0.8 เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมที9ม ี0.6 0±0.3 

มณจนัทรแ์ละกมลพร (2543) ศกึษาแบคทเีรยี B. subtilis และ B. licheniformis ในการยบัยั �งการ

เจรญิของเชื�อ V. harveyi ที9เป็นสาเหตุโรคเรอืงแสงในกุง้กุลาดาํ พบว่ามศีกัยภาพในการยบัยั �งหลงัการ

ทดสอบ 72 ชั 9วโมง และเมื9อนําลกัษณะของเชื�อ V. harveyi ที9ทดสอบดว้ยเชื�อ B. subtilis ไปศกึษาความ

ผดิปกตขิองเซลลด์ว้ยกลอ้ง Transmission Electron Microscope พบว่ารปูรา่งของเซลลเ์ลก็กว่าปกต ิซึ9ง

เป็นความผดิปกตทิี9ถาวร 
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Spanggaard et al. (2001) ศกึษาเกี9ยวกบัแบคทเีรยีประจาํถิ9นในลาํไส้ หนงัปลา และเหงอืกของ

ปลาเทราท ์ พบว่า 2 ใน 3 ของแบคทเีรยีที9ไดจ้ากหนงัปลาเป็น แบคทเีรยีแกรมลบรปูท่อน ในกลุ่ม 

Pseudomonas sp. และ Acinetobacter/Moraxella 1 ใน 4 ของแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากเหงอืกเป็นแบคทเีรยี

ในกลุ่ม Enterobacteriaceae และในส่วนลาํไสข้องปลาเทราทพ์บว่า 66 เปอรเ์ซน็ต์ เป็นแบคทเีรยีกลุ่ม 

Pseudomonas sp., Enterobacteriaceae และ Vibrionaceae นอกจากนั �นยงัพบยสีต ์แบคทเีรยีในกลุ่ม  

Pseudomonas sp. มคีวามสามารถในการผลติสาร Siderophore เมื9อนําแบคทเีรยีในกลุ่ม Pseudomonas 

sp. มาใชเ้ป็นโปรไบโอตกิแบคทเีรยีในการควบคุมเชื�อ V. anguillarum พบว่าสามารถเพิ9มอตัราการรอดตาย

ของปลาเป็น 37 เปอรเ์ซน็ต ์ไดท้ั �งในสภาพ in vitro และ in vivo 

 Irianto et al. (2002) ศกึษาการใชแ้บคทเีรยีที9แยกไดจ้ากลาํไสข้องปลา Atlantic salmon, rainbow 

trout และปลา turbot พบว่าเป็นแบคทเีรยีในสกุล A. hydrophila, V. fluvialis, Cannobacterium sp. ที9มี

ความสามารถในการยบัยั �งเชื�อ A. salmonnicida และนําแบคทเีรยีที9ไดผ้สมในอาหาร สามารถลดอตัราการ

ตายของลกูปลา เมื9อเทยีบกบักลุ่มควบคุมจาก 48 เปอรเ์ซน็ต ์ในกลุ่มควบคุมเป็น 0 เปอรเ์ซน็ต ์ในช่วงเวลา 

7 วนั ซึ9งมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)  

 Chang and Liu (2002) ศกึษาการใชแ้บคทเีรยี B. toyoi และ Enterococcus faecium ซึ9งไดจ้าก

ผลติภณัฑท์างการคา้ พบว่าสามารถลดการเกดิโรค Edwardsiellosis ในปลาไหลยโุรป (Anguilla anguilla ) 

พบว่าเชื�อแบคทเีรยี B. toyoi และ E. faecium มคีวามสามารถการควบคุมการเจรญิของเชื�อ E. tarda ใน in 

vitro เชื�อแบคทเีรยี E. faecium เป็นแบคทเีรยีโปรไบโอตกิที9ใชใ้นมนุษย ์ส่วนเชื�อแบคทเีรยี B. toyoi เป็น

โปรไบโอตกิที9ใชใ้นสตัว ์ซึ9งมผีลช่วยเรง่การเจรญิเตบิโตของปลา Sheat (Silurus glanis) โดยใชป้รมิาณ 

2x10
8
 CFU ต่ออาหาร 1 g เป็นเวลา 58 วนั พบว่าปลามอีตัราการเจรญิเพิ9มขึ�น 11 เปอรเ์ซน็ต ์เมื9อเทยีบ

กบักลุ่มควบคุม 

 Vaseeharan et al. (2003) ศกึษาการใชแ้บคทเีรยี B. subtilis BT 23 ที9ไดจ้ากบ่อเลี�ยงกุง้กุลาดาํมา

ใชใ้นการควบคุมเชื�อ Vibrio sp. พบว่าในชุดการทดลองที9มกีารแพรเ่ชื�อ B. subtilis BT 23 รว่มกบัเชื�อ 
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Vibrio sp. สามารถลดอตัราการตายสะสมจาก 60 เปอรเ์ซน็ต ์ในกลุ่มควบคุมที9ไมม่กีารใส่เชื�อ B. subtilis 

BT 23 เป็น 32 เปอรเ์ซน็ต ์ซึ9งพบความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05)  

Brunt and Austin (2005) ศกึษาการใชแ้บคทเีรยีโปรไบโอตกิ  A. sobria  GC 2 ในการควบคุมโรค 

lactococcosis และ streptococcosis  ในปลา rainbow trout โดยการใหผ้สมอาหารที9ความเขม้ขน้ของเชื�อ

เท่ากบั 5x10
7
 cell/g เป็นเวลา 14 วนั พบว่าสามารถลดอตัราการตายของปลาลง โดยในกลุ่มควบคุมมอีตัรา

การตายเป็น 75 ถงึ 100 เปอรเ์ซน็ต ์ใหเ้หลอืเพยีง 0-6 เปอรเ์ซน็ต ์ซึ9งมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั  

 

2. วตัถปุระสงค ์

1) เพื9อศกึษาความปลอดภยัของเชื�อแบคทเีรยี  Bacillus sp. ที9แยกไดจ้ากธรรมชาต ิสายพนัธุ ์

AQBS01 ต่อปลานิล รวมถงึผลกระทบต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลา 

2) เพื9อศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี AQBS01 ในการป้องกนัโรค  Streptococcosis ในปลานิล 

โดยวธิกีารผสมอาหารสภาพหอ้งปฏบิตักิาร 

3) เพื9อศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ในการป้องกนัโรคในปลา

นิลในสภาพการเลี�ยงจรงิในกระชงั 

4) เพื9อศกึษาการจาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. ที9แยกไดจ้ากธรรมชาต ิสายพนัธุ ์

AQBS01 ดว้ยเทคนิคทางจลุชวีวทิยาและทางอณูชวีโมเลกุล 
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3.  ขั ?นตอนการดาํเนินงาน และระเบียบวิธีวิจยั  

     

การศกึษาวจิยัในครั �งนี�จะมุง้เน้น ศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ซึ9ง

เป็นแบคทเีรยีที9แยกไดจ้าก ลาํไสข้องปลานิลใน แหล่งนํ�าธรรมชาต ิ ในการตา้นทานเชื�อโรคในสภาพพื�นที9 ๆ 

เป็นการเลี�ยงในกระชงั ซึ9งมกีารระบาดของเชื�อ S. agalactiae ที9รนุแรง ซึ9ง แบคทเีรยี ชนิดนี�ไดผ้่านการ

ทดสอบในหอ้งปฏบิตักิารแลว้ว่าสามารถยบัยั �งเชื�อ S. agalactiae ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  โดยใชว้ธิ ีCross 

streak และ Agar well diffusion method นอกจากนี�ยงัไดท้าํการทดสอบใชส้ารละลายแบคทเีรยี  AQBS01 

ความเขม้ขน้ 10
5
 และ10

6
 CFU/ml และเชื�อ S. agalactiae ที9มคีวามรนุแรง ความเขม้ขน้ 10

6
, 10

7
 และ 10

8
 

สาดลงในตูท้ดลองที9มปีลานิลมชีวีติอยู ่ พบว่าเชื�อ AQBS01 ความเขม้ขน้ดงักล่าวสามารถลดอตัราการตาย

ของปลาที9เกดิจากเชื�อ S. agalactiae  ไดใ้นทุกความเขม้ขน้ ซึ9งแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัเมื9อ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมที9ไมม่กีารใชส้ารละลายแบคทเีรยี AQBS01 อยา่งไรกต็ามโดยความเป็นจรงิแลว้

การประยกุตใ์ชแ้บคทเีรยีในลกัษณะ ดงักล่าวคงไมเ่หมาะสมกบัระบบ การเลี�ยงปลาในกระชงั เนื9องจากการ

เลี�ยงส่วนใหญ่จะวางกระชงัในสภาพแหล่งนํ�าที9มกีารไหลตลอด การที9จะควบคุมเชื�อแบคทเีรยีที9มปีระโยชน์

ใหม้รีะดบัคงที9ในบ่อเลี�ยงเป็นไปไดย้าก ผูว้จิยัจงึมแีนวคดิที9จะนําแบคทเีรยีที9มปีระโยชน์ดงักล่าวมา

ประยุกตใ์ชใ้นลกัษณะผสมอาหารแทน  ซึ9งจากการทดสอบเบื�องตน้พบว่าการ เกบ็แบคทเีรยีที9อุณหภมู ิ 4
๐
C 

นานไมเ่กนิ  1 สปัดาห ์เป็นระยะเวลาที9เหมาะสมที9สุด ก่อนการนําไปผสมอาหารโดยไ มท่าํใหจ้าํนวน

แบคทเีรยีลดลงแตกต่างจากจาํนวนแบคทเีรยีเมื9อเริ9มตน้ทดลองอยา่งมนียัสาํคญั นอกจากนี� ผูว้จิยั ยงัได้

วางแผนศกึษาความปลอดภยัของเชื�อชนิดดงักล่าวต่อปลานิลโดยการผสมอาหาร และหาปรมิาณที9เหมาะสม

ต่อการใช ้รวมทั �งการศกึษาผลของแบคทเีรยีต่อ กลไกการทาํงานของระบบภมูคิุม้กนัอกีดว้ย ซึ9งผลของการ

ทดลองในครั �งนี�จะส่งผลทาํใหก้ารประยกุตใ์ชแ้บคทเีรยีชนิดนี�เป็นไปอยา่งมปีระสทิธภิาพสงูสุดในอนาคต   
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3.1 การศึกษาความปลอดภยั ในการใช้เชื?อแบคทีเรีย  สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อปลานิล  และ

การตอบสนองทางภมิูคุ้มกนัของปลา 

 3.1.1 สตัวท์ดลองและการเตรียมอาหาร  

 (1) ทาํการเลี�ยงปลานิลขนาด ประมาณ 50 กรมั จาํนวน 15 ตวั ในตูท้ดลองขนาด 80 ลติร 

จาํนวน 20 ตู ้เพื9อปรบัสภาพปลาในหอ้งทดลอง เป็นเวลา 7 วนั ระหว่างนี�ใหอ้าหารเมด็วนัละ 3-5% ของ

นํ�าหนกัตวั และใหอ้ากาศเตม็ที9 และทาํการเปลี9ยนถ่ายนํ�าทุก ๆ 2 วนั 

 (2) ทาํการเลี�ยงเชื�อแบคทเีรยี  Bacillus AQBS01 ในอาหารเลี�ยงเชื�อ Nutrient Broth (NB) 

ที9อุณหภูม ิ37 
๐
C เป็นเวลา 24 ชั 9วโมง หลงัจากนั �น นําไปป ั 9นแยกดว้ยเครื9อง Centrifuge ที9ความเรว็รอบ 

2,500 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีแลว้ป ั 9นลา้งแบคทเีรยีดว้ยสารละลายเกลอืแกง 0.85% ที9ความเรว็รอบ 

2,500 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีทาํการป ั 9นลา้งซํ�าอกีครั �งดว้ยวธิเีดยีวกนั 

 (3) นําสารละลายเชื�อที9ไดใ้นขอ้ 2) กรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 45 ไมครอน แลว้นําไปชั 9ง

เพื9อใหไ้ดนํ้�าหนกัเปียกของแบคทเีรยีเป็น 0.5, 1, 3 และ 5 กรมั ตามลาํดบั หลงัจากนั �น นําแบคทเีรยีที9

เตรยีมไดไ้ปละลายในสารละลายเกลอืแกง 0.85% ปรมิาตร 50 มลิลลิติร แลว้คนละลายใหเ้ขา้กนั  

 (4) นําสารละลายที9ไดใ้นขอ้ 3) มาเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ อุณหภมู ิ 4
๐
C จนกว่าจะนํามาใช้  แต่ไม่

ควรเกนิ 1 สปัดาห ์แลว้นําสารละลายแบคทเีรยี ใส่มาผสมในอาหารเมด็สาํหรบัปลานิล นํ�าหนกั 1 กโิลกรมั 

พรอ้มกนันั �นทาํการเตรยีมอาหารชุดควบคุมโดยการใชนํ้�าเกลอื  0.85% ปรมิาตร 50 โดยคลุกเคลา้ใหเ้ขา้กนั 

แลว้นําไปผึ9งลมใหแ้หง้ จะทาํใหไ้ดอ้าหารที9มคีวามเขม้ขน้ของเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็น 0, 0.5, 

1, 3 และ 5 กรมั นํ�าหนกัเปียก/อาหาร 1 กโิลกรมั  

  3.1.2 การวางแผนการทดลอง 

  (1) เมื9อเลี�ยงปลาในขอ้ 3.1.1 (1) ได ้7 วนั ทาํการเลี�ยงปลาดว้ยอาหารที9เตรยีมในขอ้ 3.1.1 

(4) วนัละ 3-5% ของนํ�าหนกัตวั 2 ครั �ง/วนั  
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(2) ทาํการวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยม ี5   

ชุดการทดลอง (treatments) แต่ละชุดการทดลองม ี4 ซํ�า ใหอ้าหารทดลองวนัละ 2 มื�อ ในช่วง 9.00 น. และ 

16.00 น. โดยแบ่งใหต้ามการวางแผนการทดลองดงัต่อไปนี�  

- ชุดการทดลองที9 1 ใหอ้าหารผสมกบัสารละลายเกลอืแกงปกต ิ(กลุ่มควบคุม) 

- ชุดการทดลองที9 2 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 3 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 4 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 5 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

 (3) ทาํการใหอ้าหารทดลองต่อเนื9องกนัเป็นเวลา 30 วนั ระหว่างนี�ทาํการบนัทกึ นํ�าหนกั 

ความยาวของปลาและวดัความยาวลาํไสข้องปลาในแต่ละกลุ่มทุก ๆ สปัดาหแ์ละบนัทกึ อตัราการตายสะสม

ของปลาแต่ละกลุ่มในทุก ๆ วนั ซึ9งเมื9อพบว่าปลาตายใหนํ้ามาตรวจวนิิจฉยั โดยการเขี9ยเชื�อจากตบั มา้มและ

ไต หากมเีชื�อขึ�นใหนํ้าเชื�อแบคทเีรยีดงักล่าวไปทาํการยอ้มสแีกรม (Gram’s staining) และทดสอบชนิดของ

แบคทเีรยีโดยใชชุ้ดทดสอบ เพื9อยนืยนัการตรวจพบเชื�อต่อไป 

 (4) เมื9อทาํการทดลองครบ 30 วนั ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) 

ของอตัราการตายสะสมในแต่ละวนัของปลา ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design และเปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ยอตัราการตายสะสมของปลาแต่ละชุดทดลองดว้ยวธิ ี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 

  

3.1.3 การศึกษาผลของการผสมเชื?อ Bacillus AQBS01 ในอาหารต่อระบบภมิูคุ้มกนั

ของปลานิล 

 (1) ทาํการศกึษาดชันีที9เกี9ยวขอ้งกบัระบบภมูคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงที9สาํคญัคอื  

  - ค่า Phagocytic activity, Phagocytic index (ตามวธิขีอง Puangkaew et al. 

2004) และ Phagocytic efficiency ตามลาํดบั 



19 

 
  - ปรมิาณ Super oxide anion (O2

-
)(ตามวธิขีอง Puangkaew et al. 2004) 

  - ปรมิาณเมด็เลอืดขาวรวม โดยการใช ้Hemacytometer 

  โดยทาํการวเิคราะหด์ชันีเหล่านี�ทุก ๆ สปัดาห ์ภายหลงัจากการไดร้บัอาหารทดลอง 

 (2) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของดชันีดงักล่าวขา้งตน้ของ

ปลาทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design และเปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ย

ดชันีดงักล่าวของปลาในแต่ละชุดทดลองและแต่ละสปัดาหด์ว้ยวธิ ี Duncan’s New Multiple Range Test 

(DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 

 

 3.1.4 การตรวจจาํนวนแบคทีเรีย Bacillus AQBS01 ในปลากลุ่มต่าง ๆ ภายหลงัจาก

การได้รบัอาหารผสมแบคทีเรียในระดบัต่าง ๆ กนั  

 (1) ระหว่างการทดลองในขอ้ 3.1.2 ในทุก ๆ สปัดาห ์ให้ นําปลาตวัอยา่งกลุ่มละ 3 ตวัมาผ่า

เอาลาํไสแ้ละตดันําเอาไปชั 9งนํ�าหนกัใหไ้ดป้ระมาณ 1 กรมั มาบดดว้ยโกรง่บดในนํ�าเกลอื 0.85% ปรมิาตร 1 

มลิลลิติร ทาํการ Heat shock ที9อุณหภมู ิ80
๐
C เป็นเวลา 20 นาท ีแลว้ทาํการ Cold shock ดว้ยนํ�าประปา

อยา่งน้อย 1 นาท ี 

 (2) นําสารละลายที9ไดจ้ากแต่ละตวัอยา่ง ไปทาํการเจอืจางครั �งละ 10 เท่า ดว้ยนํ�าเกลอื 

0.85% แลว้นําสารละลายที9เจอืจางในแต่ละหลอดมา 100 ไมโครลติร ไป Spread ลงใน อาหารเลี�ยงเชื�อ 

Plate count agar แลว้นํา Plate ที9ไดไ้ปบ่มที9อุณหภมู ิ 37
๐
C เป็นเวลา 24 ชั 9วโมง หลงัจากนั �นทาํ การนบั

จาํนวนแบคทเีรยีใน Plate ที9มเีชื�ออยูร่ะหว่าง 30-300 โคโลน ี 

 (3) นําแบคทเีรยีที9ไดไ้ปทดสอบชนิดของแบคทเีรยีดว้ยชุดตรวจสาํเรจ็รปู เพื9อยนืยนัชนิด

ของแบคทเีรยี แลว้นําจาํนวนแบคทเีรยีที9ไดไ้ปคาํนวณเพื9อหาจาํนวนแบคทเีรยี ต่อหน่วยนํ�าหนกั (CFU/กรมั)  

    (4) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของแบคทเีรยีในขอ้ (3) ในแต่

ละกลุ่มทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design และเปรยีบเทยีบ
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ค่าเฉลี9ยดชันีดงักล่าวของปลาในแต่ละชุดทดลองและแต่ละสปัดาหด์ว้ยวธิ ี Duncan’s New Multiple Range 

Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 

 

3.2 การ ศึกษา ผลของการใช้ เชื?อแบคทีเรีย  สายพนัธุ ์ AQBS01 ต่อการต้านทานโรค 

Streptococcosis ในปลานิล ในห้องปฏิบติัการ 

 3.2.1 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการแช่ปลาทดลองด้วยเชื?อ S. agalactiae 

  (1) ทาํการทดลองเช่นเดยีวกนักบัขอ้ 3.1 โดยเมื9อเลี�ยงปลาจนครบ 1 เดอืน จงึทาํการ

ทดสอบความตา้นทานโรค Streptococcosis ของปลาในแต่ละกลุ่ม  

  (2) เมื9อเลี�ยงปลาทดลองแลว้ 1 เดอืนแลว้ ทาํการใส่สารละลายแบคทเีรยี S. agalactiae ที9

เตรยีมในสารละลายเกลอืแกงความเขม้ขน้ 0.85% ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเชื�อเป็น 10
6
 CFU/ml  

  (3) ทาํการเลี�ยงปลาในสภาพดงักล่าวและใหอ้าหารทดลองต่อไป เป็นเวลา 3 สปัดาห ์

ระหว่างนี�ทาํการสงัเกตอาการของปลาและบนัทกึอตัราการตายสะสมทุก ๆ วนั หากปลาแสดงอาการของโรค

และใกลต้ายใหนํ้าปลามาแยกเชื�อโดยการใชเ้ขม็เขี9ยที9ตบัในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA เพื9อเป็นการยนืยนัผล 

  (4) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของอตัราการตายสะสมของ

ปลาในแต่ละชุดการทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design และ

เปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ยของอตัราการตายของปลาในแต่ละชุดทดลองและแต่ละสปัดาหด์ว้ยวธิ ี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 

 

3.2.2 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการฉีดเข้าช่องท้อง 

   

(1) ทาํการทดลองเช่นเดยีวกบัการทดลองในขอ้ 1 โดยเมื9อเลี�ยงปลาจนครบ 1 เดอืน ทาํการ

ทดสอบความตา้นทานโรค Streptococcosis ของปลาในแต่ละกลุ่ม โดยวธิกีารฉีดเขา้ช่องทอ้ง โดยการฉีด

สารละลายแบคทเีรยี S. agalactiae ความเขม้ขน้ 10
7
 CFU/มลิลลิติร ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร ในทุก ๆ ตวั 
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ของแต่ละชุดการทดลอง ซึ9งจะทาํใหป้ลาทุกตวั ไดร้บัเชื�อ S. agalactiae ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10

6
 

CFU/มลิลลิติร เท่ากนั 

  (2) ทาํการเลี�ยงปลาในสภาพดงักล่าวและใหอ้าหารทดลองต่อไป เป็นเวลา 2-3 สปัดาห ์

ระหว่างนี�ทาํการสงัเกตอาการของปลาและบนัทกึอตัราการตายสะสมทุก ๆ วนั หากปลาแสดงอาการของโรค

และใกลต้ายใหนํ้าปลามาแยกเชื�อโดยการใชเ้ขม็เขี9ยที9ตบัในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA เพื9อเป็นการยนืยนัผล 

  (3) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของอตัราการตายสะสมของ

ปลาในแต่ละชุดการทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design และ

เปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ยของอตัราการตายของปลาในแต่ละชุดทดลองและแต่ละสปัดาหด์ว้ยวธิ ี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 

 

3.2.3 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการกิน 

   

          (1) ทําการทดลองต่อจากขอ้ 1 โดยเมื9อเลี�ยงปลาจนครบ 1 เดอืน ทาํการทดสอบความ

ตา้นทานโรค Streptococcosis ของปลาในแต่ละกลุ่ม โดยการกนิ โดยการเตรยีมสารละลายแบคทเีรยี S. 

agalactiae ความเขม้ขน้ 2.5x10
7
 CFU/มลิลลิติร ปรมิาตร 0.2 มลิลลิติร แลว้นําไปใส่ใน Gelatin capsule 

แลว้จงึทาํการป้อนเขา้ไปในปากโดยใชห้ลอดแกว้ใสพ่นเขา้ไปเพื9อใหแ้น่ใจว่า Capsule ของเชื�อไดเ้ขา้สู่

ระบบทางเดนิอาหารอยา่งสมบรูณ์ โดยทาํการป้อนในทุก ๆ ตวั ของแต่ละชุดการทดลอง ซึ9งจะทาํใหป้ลาทุก

ตวัจะไดร้บัเชื�อ S. agalactiae ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10
6
 CFU เช่นเดยีวกบัปรมิาณที9ใชใ้นการทดสอบ

ดว้ยการฉีด 

  (2) ทาํการเลี�ยงปลาในสภาพดงักล่าวและใหอ้าหารทดลองต่อไป เป็นเวลา 3 สปัดาห ์

ระหว่างนี�ทาํการสงัเกตอาการของปลาและบนัทกึอตัราการตายสะสมทุก ๆ วนั หากปลาแสดงอาการของโรค

และใกลต้ายใหนํ้าปลามาแยกเชื�อโดยการใชเ้ขม็เขี9ยที9ตบัในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA เพื9อเป็นการยนืยนัผล 

  (3) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของอตัราการตายสะสมของ

ปลาในแต่ละชุดการทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design และ

เปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ยของอตัราการตายของปลาในแต่ละชุดทดลองและแต่ละสปัดาหด์ว้ยวธิ ี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% 
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3.3 การศึกษาประสิทธิภาพของ เชื?อแบคทีเรีย  Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อปลานิล  ที7

เลี?ยงในกระชงับริเวณที7มีการระบาดของโรค Streptococcosis 

 

การทดลองนี�จะเป็นการประยกุตใ์ชแ้บคทเีรยี  สายพนัธุ ์ AQBS01 ในสภาพการเลี�ยงจรงิ  (พื�นที9

อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร)ี ซึ9งพบว่ามกีารระบาดของโรค Streptococcosis บ่อยครั �ง โดยจะ

เริ9มทาํการทดลองในช่วงตน้เดอืน กุมภาพนัธ์ และจะเลี�ยงปลาต่อไปอกี 4 เดอืน ซึ9งเป็นระยะที9จบัขาย  โดย

ในสภาพการเลี�ยงจรงิจะพบว่าในช่วงเดอืน เมษายนถงึเดอืนกรกฎาคม ของทุกปีจะเป็นช่วงที9มกีารระบาด

ของโรคมากที9สุด โดยจะทาํการทดลองดงัต่อไปนี� 

 (1) ทาํการเริ9มเลี�ยงปลานิลขนาด 50 กรมั/ตวั ในช่วงตน้เดอืนมนีาคม จาํนวน 800 ตวั/

กระชงั ในกระชงัขนาด 3x3x2 เมตร จาํนวน 12 กระชงัและปรบัสภาพของปลาใหเ้ขา้กบัสภาพของแหล่ง

เลี�ยงประมาณ 1 สปัดาห ์

 (2) ทาํการเตรยีมอาหารทดลองเช่นเดยีวกบัการทดลองในขอ้ 3.1.1 และทาํการวาง

แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยแบ่งเป็น 4 ชุดการทดลอง 

(Treatments) แต่ละชุดการทดลองม ี3 ซํ�า ใหอ้าหารทดลองวนัละ 2 มื�อ ในช่วง 9.00 น. และ 16.00 น. โดย

แบ่งใหต้ามการวางแผนการทดลองดงัต่อไปนี�  

- ชุดการทดลองที9 1 ใหอ้าหารปกตผิสมสารละลายเกลอืแกง 0.85% (กลุ่มควบคุม) 

- ชุดการทดลองที9 2 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 3 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 4 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

  (3) ทาํการใหอ้าหารทดลองไปจนครบ 4 เดอืน ระหว่างนี�ทาํการบนัทกึอตัรากาตายสะสม

และทาํการสุ่มปลามาชั 9งวดันํ�าหนกัและความยาวทุก ๆ เดอืน และเมื9อปลาเกดิการตายใหนํ้ามาตรวจวนิิจฉยั 

โดยนําตบัมา้มไต มาเขี9ยดว้ยอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA และเมื9อมเีชื�อขึ�น นําเชื�อที9ไดไ้ปยอ้มสแีกรมและจาํแนก
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ชนิดดว้ยวธิมีาตรฐานต่อไป ระหว่างการเลี�ยงจะไมม่กีารใชส้ารเคมฆีา่เชื�อและยาปฏชิวีนะโดยเดด็ขาดและ

ทาํการวดัดชันีที9เกี9ยวขอ้ง ทุก ๆ 15 วนั ที9สาํคญัไดแ้ก่  

- ความยาวทั �งหมด 

- นํ�าหนกั 

- อตัราเจรญิเตบิโต 

- อตัราการตายสะสม  

- ปรมิาณแบคทเีรยี Bacillus ในทางเดนิอาหารในส่วนของลาํไส้ ทั �ง Total bacterial count และ 

Heat shock count  

- ความยาวลาํไสแ้ละเกบ็เนื�อเยื9อนําไปศกึษา Histology 

รวมทั �งการวดัคุณภาพนํ�า (ภาพที7 9) ที9สาํคญัไดแ้ก่  

- ออกซเิจนละลาย  

- ความเป็นด่าง  

- ความเป็นกรด-ด่าง  

- แอมโมเนีย  

- ไนไตรท ์ 

- ค่าความโปรง่แสง 

- ค่าความนําไฟฟ้า 

และหากมกีารปว่ยหรอืปลาแสดงความผดิปกตหิรอืตาย จะทาํการแยกเชื�อจากตวัปลาเพื9อการตรวจวนิิจฉยั 

ปรสติภายนอก และแบคทเีรยีจากส่วนของตบั และเกบ็เนื�อเยื9อส่วนตบั มา้ม ไตและสมองเพื9อศกึษาการ

เปลี9ยนแปลงทางพยาธสิภาพ โดยใชเ้ทคนิคทางอณูพยาธวิทิยาดว้ยวธิมีาตรฐาน ระหว่างการเลี�ยงจะไมม่ี

การใชย้าหรอืสารเคมทีุกชนิดแต่อยา่งใด 

 (4) ทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของนํ�าหนกั ความยาว  อตัรา

การเจรญิเตบิโต ปรมิาณแบคทเีรยี Bacillus ในทางเดนิอาหาร และอตัราการตายสะสมของปลาทดลอง 

ตลอดจนคุณภาพนํ�าต่าง ๆ ที9ก่อนการทดลอง และวนัที9 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 

120 วนั ของการทดลอง ตามการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design และ

เปรยีบเทยีบค่าเฉลี9ยของดชันีดงักล่าวของปลาในแต่ละช่วงเวลาดว้ยวธิ ี Duncan’s New Multiple Range 

Test (DMRT) ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95% และทาํการคาํนวณตน้ทุนการผลติของแบคทเีรยีที9ใชใ้นขั �นตอน

สุดทา้ยต่อไป 
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3.4 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที7แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์ AQBS01 

ด้วยเทคนิคทางจลุชีววิทยาและทางอณูชีวโมเลกลุ 

 การศกึษาในส่วนนี�มวีตัถุประสงคเ์พื9อ จาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. ที9แยกไดจ้าก

ธรรมชาต ิสายพนัธุ ์ AQBS01 ดว้ยเทคนิคทางจลุชวีวทิยาและทางอณูชวีโมเลกุล  เพื9อใหท้ราบถงึชนิด 

(Species) ของแบคทเีรยี ควบคู่กบัการ ใชเ้ทคนิคทางจลุชวีวทิยาทั 9วไป ซึ9งเป็นวธิทีี9อาศยัการศกึษาทาง

กายภาพ (Morphology) และคุณสมบตัขิองแบคทเีรยีในการสรา้งสารหรอืเอนไซมบ์างชนิดเพื9อทาํ ปฏกิริยิา

ทางชวีเคมี อยา่งจาํเพาะกบั Substrates โดยวตัถุประสงคก์ารใช้ เทคนิคทางอณูวทิยาโมเลกุลของสาร

พนัธุกรรมและเทคนิคต่าง ๆ เหล่านี� เพื9อให้สามารถทราบขอ้มลูและใชเ้ป็นเครื9องบ่งลกัษณะเฉพาะของสาย

พนัธุข์องแบคทเีรยีในการศกึษาและจะเป็นประโยชน์ในการเอาไปประยกุตใ์ชต่้อไปในอนาคต  โดยการศกึษา

ในส่วนนี�สามารถแบ่งเป็น 2 ส่วนที9สาํคญัดงันี� 

 

3.4.1 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที7แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์

AQBS01 ด้วยเทคนิคทางจลุชีววิทยา 

  (1) นําโคโลนีเดี9ยว ๆ ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ที9แยกไดจ้าก

ธรรมชาตมิาทาํการเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSB ในหลอดทดลองปรมิาตร 5 มลิลลิติร นําไปบ่มที9อุณหภมู ิ

37 
๐
C ใน Incubator shaker เป็นเวลา 24 ชั 9วโมง 

  (2) นําสารละลายแบคทเีรยีที9ไดไ้ปป ั 9นเหวี9ยงดว้ยเครื9อง Centrifuge ความเรว็รอบ 2,500 

รอบ เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้เอาอาหารเลี�ยงเชื�อเหลวดา้นบนออกใหห้มด ระวงัอยา่งใหร้บกวนตะกอนของ

แบคทเีรยีดา้นกน้หลอด 

  (3) ลา้งทาํความสะอาดตะกอนแบคทเีรยีโดยการเตมิสารละลายเกลอืแกง 0.85% ปรมิาตร 

5 มลิลลิติร เขยา่สารละลายแบคทเีรยีที9ไดด้ว้ย Vortex mixer แลว้นําสารละลายแบคทเีรยีที9ไดไ้ปป ั 9นเหวี9ยง

ดว้ยเครื9อง Centrifuge ความเรว็รอบ 2,500 รอบ เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้ใช ้Pipette ดดูเอาสารละลายเกลอื

แกงดา้นบนออกใหห้มด ระวงัอยา่งใหร้บกวนตะกอนของแบคทเีรยีดา้นกน้หลอด ทาํซํ�าในขั �นตอนนี�อกีครั �ง 
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  (4) ละลายตะกอนแบคทเีรยีที9ไดด้ว้ยสารละลายเกลอืแกง 0.85% เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ย 

Vortex mixer แลว้ทาํการปรบัความขุน่ของแบคทเีรยีที9ไดใ้หม้คีวามหนาแน่นสุดทา้ยใหไ้ดค้วามขุน่สุดทา้ย

ประมาณ 10
9
 CFU/มลิลลิติร โดยเทยีบกบัสารละลาย McFarland’s number 0.4  

  (5) จากนั �นนําแบคทเีรยีที9ไดไ้ปทาํการยอ้มสีดว้ยเทคนิค Gram’s straining เพื9อดลูกัษณะ

สณัฐานวทิยาและการตดิส ีGram ดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์กําลงัขยาย 1,000 เท่า  

  (6) นําแบคทเีรยีในขอ้ 4 ไปทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมดีงัต่อไปนี�   

1) Oxidase   

2) Catalase   

3) O/F test  

4) Motility test   

5) Indol production   

6) Voges-Proskauer (V.P.) tests   

7) Methyl red (M.R.) test  

8) H2S production   

9) Citrate utilization test  

10) Starch hydrolysis  

11) Gelatin test  

12) Acid from:  Glucose  Arabinose Nitrate 

Sorbitol  Salicin  Arginine dihydrolase 

Sucrose  Fructose Lysine decarboxylase 

Manitol  Xylose     

Maltose  Tween 80 

Glycerol  Ornithine 
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    3.4.2 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที7แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์

AQBS01 ด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกลุ และการศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 

  3.4.2.1 การสกดั Genomic DNA ของแบคทเีรยี 

(1) นําโคโลนีเดี9ยว ๆ ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ที9แยกไดจ้าก

ธรรมชาตมิาทาํการเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อ TSB ในหลอดทดลองปรมิาตร 5 มลิลลิติร นําไปบ่มที9อุณหภมู ิ

37
๐
C ใน Incubator shaker เป็นเวลา 24 ชั 9วโมง 

  (2) นําสารละลายแบคทเีรยีที9ไดไ้ปป ั 9นเหวี9ยงดว้ยเครื9อง Centrifuge ที9ความเรว็รอบ 2,500 

รอบ เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้ดดูเอาอาหารเลี�ยงเชื�อเหลวดา้นบนออกใหห้มด ระวงัอยา่ใหร้บกวนตะกอนของ

แบคทเีรยีดา้นกน้หลอด 

  (3) นําแบคทเีรยีที9ไดม้าสกดั Genomic DNA ดว้ย Wizard
®
SV Genomic DNA 

purification system ตามวธิทีี9แนะนําของบรษิทั (Promega) แลว้ทาํการวดัความเขม้ขน้ของ DNA ดว้ย 

Spectrophotometer ที9ความยาวคลื9น 260 และ 280 nm ตามลาํดบั แลว้ปรบัความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 100 

ng/ไมโครลติร แลว้เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ -20
๐
C จนกว่าจะนําไปใช้ 

 

 3.4.2.2 การเพิ9มจาํนวนของ 16s rRNA gene ดว้ยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  

  (1) นํา Genomic DNA ของ แบคทเีรยีที9ไดใ้นขอ้ 3.4.2.1 ปรมิาตร 1 ไมโครลติร (ความ

เขม้ขน้ 100 ng) มาใชเ้ป็นตน้แบบ ในการสงัเคราะหแ์ละเพิ9มจาํนวน 16s rRNA gene ดว้ยปฏกิริยิา PCR 

โดยใช ้Specific primer ดงันี� Forward primer P1 5’-GCGGCGTGCCTAATACATGC -3’ และ Reverse 

primer P2 5’-CACCTTCCGATACGGCTACC-3’ ซึ9งใชใ้นการศกึษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16s rRNA 

gene ในแบคทเีรยี ตามการรายงานของ  Green et al. (1999) โดยมอีงคป์ระกอบของปฏกิริยิาในหลอด

ทดลองปรมิาตรทั �งหมด 30 ไมโครลติร ดงัต่อไปนี� 
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Taq DNA polymerase (5 U/UI)   0.40 ไมโครลติร 

 10X Taq buffer + (NH4)2SO4-MgCl2  3.00 ไมโครลติร 

 1.25 mM MgCl2    3.75 ไมโครลติร 

 2.5 mM dNTP mix    3.20 ไมโครลติร 

 10 �M Forward primer   3.00 ไมโครลติร 

 10 �M Reverse primer   3.00 ไมโครลติร 

 Distillated water    13.65 ไมโครลติร 

 รวมปรมิาตรทั �งหมด    30.00 ไมโครลติร 

  (2) นําหลอดทดลองที9ไดไ้ปเพิ9มจาํนวน 16s rRNA gene ดว้ยเทคนิค PCR ในเครื9อง 

Thermal cycler (Takara, Japan) โดยม ีInitiation or Predenaturation step ที9 95
๐
C นาน 5 นาท ีและตาม

ดว้ย 30 รอบของ Denaturation step ที9 95
๐
C นาน 30 วนิาท,ี Annealing step ที9 55

๐
C นาน 30 วนิาท ี

และ Extension step ที9 72
๐
C นาน 1 นาท ี30 วนิาท ี และ Post Extension step ที9 72

๐
C นาน 10 นาท ี

  (3) นํา PCR Products ที9ไดไ้ปตรวจสอบดว้ยเทคนิค Electrophoresis โดยการ Load 10 

ไมโครลติร ของปรมิาตร PCR ใน 1.0% Agarose gel แลว้นํา Gel ที9ไดไ้ปผ่านกระแสไฟฟ้า 100 Volt นาน 

30 นาท ีและตรวจสอบขนาดของ PCR Products และบนัทกึภาพดว้ยเครื9องถ่ายภาพ Gel documentation 

system 

      3.4.2.3 การโคลนและการตรวจสอบลาํดบันิวคลไีทด์ของยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี 

  (1) นํา PCR Products บน Agarose gel ที9ไดใ้นขอ้ (3) ของขอ้ 3.4.2.2 โดยการตดัเอา

เฉพาะ ส่วนที9ม ี DNA ของ PCR products มาทาํการสกดัเอาเฉพาะ DNA โดยใช ้HiYield Gel/PCR DNA 

Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience) 

  (2) นําเอา DNA ที9ไดไ้ปเชื9อมต่อ (Ligate) กบั T-Easy cloning vector (Promega) แลว้นํา 

Ligation product ที9ได ้ไป Transform เขา้สู่ เซลลเ์จา้บา้นแบคทเีรยี (Competent cells) Escherichia coli 



28 

 
สายพนัธุ ์ JM109 แลว้นําไปทาํการ Spread plate บนอาหารเลี�ยงเชื�อ LB agar ที9ผสมยาปฏชิวีนะ 

Amplicillin, X-gal และ IPTG บ่ม Agar plate ที9ไดใ้น Incubator ขา้มคนืที9อุณหภมู ิ37
๐
C  

  (3) ทาํการคดัเลอืกเอาเฉพาะโคโลนีแบคทเีรยีที9มสีขีาว มาสกดัเอา Plasmid ดว้ย 

QuickPrep plasmid DNA extraction kit (Sonulin) แลว้ นําไปตดัดว้ยเอนไซมจ์าํเพาะ Eco RI 

  (4) นํา Plasmid ที9มชีิ�น Insert ขนาดใกลเ้คยีงกบั PCR product มาทาํการตรวจสอบลาํดบั

นิวคลโีอไทด ์ทางดา้น 5’ และ 3’ ดว้ย M13 Forward และ M13 Reverse primer โดยใช ้ Thermo 

Sequence Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham pharmacia biotech) โดย 

Macrogen, Inc. (Korea)  

  (5) หลงัจากที9ไดล้าํดบันิวคลไีทดจ์ากเครื9อง DNA sequencer แลว้นํา ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี9

ไดท้าํการตดัส่วนที9เป็นลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง Vector และ Adaptor ที9อยูใ่นรปูของ Chromatogram file 

โดยใชโ้ปรแกรม Genetyx version 7.0 แลว้นําลาํดบั นิวคลโีอไทดท์ี9ไดใ้นแต่ละโคลนมาทาํการเปรยีบเทยีบ

กบันิวคลโีอไทดข์องยนีที9บนัทกึไวแ้ลว้ใน GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้

โปรแกรม BLASTN โดยกําหนดใหม้คีวามเหมอืนของนิวคลโีอไทดม์ากกว่า 100 คู่เบส และตอ้งมคี่าความ

น่าจะเป็นของการเกดิ Random matching น้อยกว่า 10
-4
 และใชโ้ปรแกรม BLASTX เพื9อเปรยีบเทยีบความ

เหมอืนของกรดอะมโิน โดยบรเิวณที9เหมอืนกนัตอ้งมจีาํนวนของกรดอะมโินไมน้่อยกว่า 10 Residues มี

เปอรเ์ซน็ตค์วามเหมอืนไมน้่อยกว่า 45 เปอรเ์ซน็ต ์และค่าความน่าจะเป็นของการเกดิ Random matching 

ที9น้อยกว่า 10
-4
 (Cao et al., 2001) 

 

            3.4.2.4 การศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี Bacillus sp. 

สายพนัธุ ์AQBS01 

  (1) ภายหลงัจากไดร้บัลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง ยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี Bacillus 

sp. สายพนัธุ ์AQBS01แลว้ ในขอ้ 3.4.2.3 แลว้ ทาํการเปรยีบเทยีบและหาค่าความคลา้ยคลงึกนัของลาํดบั 

นิวคลโีอไทดแ์ละลาํดบัของกรดอะมโิน (Alignment, similarity and identity) กบัสิ9งมชีวีติชนิดต่าง ๆ ที9ได้
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รายงานไวแ้ลว้ใน GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใชโ้ปรแกรม CLUSTALW และ 

EMBOSS Pairwise alignment algorithms (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/) ตามลาํดบั  

(2) จากนั �นหาความสมัพนัธใ์นเชงิววิฒันาการของยนี ยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี 

Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01กบัแบคทเีรยีชนิดอื9น ๆ ดว้ยโปรแกรม  MEGA 4.0 ตามวธิกีารของ 

Neighbour-joining method (Tamura et al., 2007) โดยการเลอืกใชค้่า bootstrap ที9 1,000  

          

อปุกรณ์ที7ใช้ในการศึกษาวิจยั 

 1) เครื9องมอืวทิยาศาสตรท์ั 9วไป 

- เครื9องทาํนํ�ากลั 9น ระบบ Reverse Osmosis 

  - เครื9อง spectrophotometer 

  - เครื9อง Autoclave 

  - เครื9องใหอ้ากาศแบบ Electrical blower และอุปกรณ์เครื9องใหอ้ากาศอื9น ๆ 

  - ถงัไฟเบอรก์ลาส ตูก้ระจกและบ่อซเีมนตส์าํหรบัเลี�ยงปลานิล 

  - เครื9อง Refrigerated centrifuge 

  - Automatic pipette ขนาด 10, 100 และ 1000 �l  

  - Incubator สาํหรบั บ่มเชื�อและเครื9องเขยา่สารแบบสามารถควบคุมอุณหภมูิ 

  - เครื9องเพิ9มจาํนวน DNA ในหลอดทดลอง (Thermal cycler, Takara) 

2) เชื�อแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 

3) อาหารเลี�ยงเชื�อและยาที9ใชใ้นการทดลอง 

 - Nutrient Agar (NA) Nutrient Broth (NB) 

 - Plate Count Agar (PCA) 

 - Tryptic Soy Broth (TSB) Tryptic Soy Agar (TSA) 

- Todd-Hewitt Broth  
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- Brain Heart Infusion (BHI) Brain Heart Infusion Agar (BHIA) 

4) อุปกรณ์ที9ใชใ้นหอ้งปฏบิตักิารแบคทเีรยี 

 - เครื9องเหวี9ยงแยกสาร 

 - เครื9อง Spectrophotometer (Spectronic 401; Milton Roy) 

- หมอ้นึ9งความดนัไอนํ�า (Autoclave) 

- อ่างนํ�าควบคุมอุณหภมู ิ(Memmert รุน่ WB 14) 

- ตูเ้ขี9ยเชื�อ  

- ตูบ้่มเชื�อ (Sibata รุน่ SAI-600) 

- เครื9องชั 9งทศนิยม 2 ตําแหน่ง 

- กลอ้งจลุทรรศน์ 

- เครื9องแกว้ 

5) อุปกรณ์และสตัวท์ดลองที9ใชใ้นการทดลอง 

- ตูก้ระจกทดลองขนาด 80 ลติร 

- ปลานิล ขนาด 50 กรมั จาํนวน 5,000 ตวั  

- กระชงัขนาด 3x3x2 เมตร จาํนวน 15 กระชงั 

- อาหารเมด็ลอยนํ�า 

       - อุปกรณ์สาํหรบัเลี�ยงปลา 

 - ตาชั 9งและอุปกรณ์วดัความยาว 
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4. ประโยชน์ที7คาดว่าจะได้รบัเมื7อการดาํเนินงานเสรจ็สิ?นที7เป็นรปูธรรม 

1. สามารถพฒันาแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากธรรมชาต ิซึ9งมคีวามสามารถในการยบัยั �งเชื�อ

แบคทเีรยีก่อโรคแบคทเีรยีในปลานิลที9เลี�ยงในกระชงัได ้

2. ทราบถงึกลไกการ ทาํงานของแบคทเีรยีที9จะใชใ้นการควบคุมโรค เพื9อนําไปประยกุตใ์ชใ้น

สภาพการเลี�ยงจรงิใหเ้กดิประสทิธภิาพสงูสุด 

3. สามารถถ่ายทอดความรูท้ี9เกดิขึ�นใหก้บัเกษตรกรนําไปใชใ้นสภาพการเลี�ยงจรงิในอนาคต  

4. ลดตน้ทุนการผลติอนัเกดิจากการใชย้าและสารเคม ีทั �งยงัลดผลกระทบทางลบที9เกดิจากการ

ใชย้าและสารเคม ี 

 5. เสรมิสรา้งธุรกจิการเลี�ยงปลานิลในกระชงัใหเ้ขม้แขง็ และผลติสนิคา้ปลานิลที9มคีุณภาพสงู 

ปราศจากการตกคา้งของยาและสารเคมทีี9เป็นอนัตรายต่อผูบ้รโิภค และทาํใหก้ารเพาะเลี�ยงปลานิลเป็น

กจิกรรมที9เป็นมติรและไมท่าํลายสิ9งแวดลอ้ม 
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5. ผลการทดลอง 

5.1 การศึกษาความปลอดภยัของแบคทีเรีย Bacillus AQBS01 ในปลานิลในห้องปฏิบติัการ 

 

ผลการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารสามารถชี�ใหเ้หน็อยา่งชดัเจนว่า การผสมแบคทเีรยี  Bacillus 

AQBS01 ลงในอาหารทดลองโดยใชค้วามเขม้ขน้ตั �งแต่ 0.5-5.0 g/kg diet นั �น ไมม่ผีลทาํใหป้ลา นิล

ทดลองขนาดประมาณ 50 กรมัตาย โดยเป็นผลมาจากการก่อโรคของแบคทเีรยีที�ใชผ้สมในอาหาร ซึ�ง

ภายหลงัที�ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยีแลว้เป็นเวลานานถงึ 1 เดอืน ผลจากการสงัเกตอตัราการตาย

สะสมของปลาทดลองพบว่า ปลาทุกกลุ่มมอีตัราการรอดตายสงูกว่า 93% ภายหลงัสิ�นสุดการทดลอง 

(ภาพที" 1) โดยปลาบางส่วนที�ตายนั �นส่วนใหญ่จะมสีาเหตุมาจากการเกดิภาวะความเครยีดในช่วงแรก ๆ 

ของการทดลอง โดยจากการสงัเกต พบว่าปลาบางตวัจะกดัและวิ�งไล่กนัในตูท้ดลอง ทาํใหเ้กดิการชํ�า

เลอืดและบาดแผลบอบชํ�าตามลาํตวั เป็นผลใหป้ลาเฉื�อยชาไมก่นิอาหาร แสดงความผดิปกตเิรื�อรงัและ

ตายในที�สุด แต่เมื�อนําเอา ตบั มา้มหรอืไต ของปลาที�ใกลต้ายเหล่านี�ไปเขี�ยบนอาหารเลี�ยงเชื�อปรากฏว่า

ไมม่เีชื�อแบคทเีรยีเกดิขึ�น นอกจากนี�เมื�อสงัเกตพฤตกิรรมและลกัษณะความผดิปกตภิายนอกและภายใน 

(Gross external and internal) ของปลาทุกกลุ่ม ไมพ่บความผดิปกตใิด ๆ จากการสงัเกตดงักล่าว และ

เมื�อนําเอาลาํไสข้องปลาทดลองทุกกลุ่มไปตรวจดจูลุพยาธ ิกไ็มพ่บความผดิปกตใิด ๆ ในลาํไสเ้มื�อ

เปรยีบเทยีบกบัปลาในกลุ่มควบคุมเช่นเดยีวกนั (ภาพที" 2) 

 
ภาพที" 1 อตัราการตายของปลานิลทดลองที�ไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 4 สปัดาห ์ 

 

Before feeding 
Before probiotics 

feeding 
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ภาพที" 2 จลุพยาธขิองลาํไสข้องปลานิลทดลองที�ไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 4 สปัดาห ์A; กลุ่มควบคุม 

B-E; กลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในระดบั 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 g/kg diet 

ตามลาํดบั   

 

แต่กเ็ป็นที�น่าสงัเกตว่าปลาทดลองในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ 1.0-5.0 g/kg diet 

จะมเียื�อบุลาํไสบ้างกว่ากลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในระดบั 0.5 g/kg diet และกลุ่มควบคุม (ภาพที� 2) 

 

 

 

 

A B 

C D 

E 
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5.2 ผลของการผสมแบคทีเรีย Bacillus AQBS01 ในอาหารต่อระบบภมิูคุ้มกนัของปลานิลใน

ห้องปฏิบติัการ 

 

 การศกึษาในส่วนนี�มวีตัถุประสงคเ์พื�อศกึษาผลของการผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ใน

อาหารต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลานิล โดยทาํการทด ลองต่อจากการศกึษาความปลอดภยัของแบคทเีรยี 

Probiotic Bacillus AQBS01 ที�ผสมลงในอาหารทดลอง แลว้ทาํการทดสอบการตอบสนองของระบบ

การตอบสนองทางภมูคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง (Non-specific immune response) ซึ�งไดแ้ก่ 

กระบวนการกลนืกนิสิ�งแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลอืดขาว (Phagocytosis), ปรมิาณ Superoxide anion 

(O2
-
) ของเมด็เลอืดขาวจาํพวก Phagocytes ในกระบวนการ Respiratory burst และปรมิาณเมด็เลอืด

ขาวทั �งหมด ซึ�งไดผ้ลการทดลองโดยสรปุดงัต่อไปนี�    

 

 5.2.1 กระบวนการกลืนกินสิ"งแปลกปลอมของเซลลเ์มด็เลือดขาว (Phagocytosis) 

 การศกึษากระบวน Phagocytosis ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารที�ผสม Bacillus AQBS01 ที�ระดบั

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั  โดยทาํการสกดั เมด็เลอืดขาวในกระแสเลอืดของปลา โดยการใช ้ Procoll 

gradient density ซึ�งส่วนที�เลอืกเอามาศกึษาส่วนใหญ่จะเป็นเมด็เลอืดชนิด Monocytes ในการดกัจบักนิ

สิ�งแปลกปลอม โดยในการทดลองครั �งนี�จะใช ้Latex bead ขนาด 2 �m ซึ�งสามารถตรวจสอบได ้3 ดชันี 

ดงันี� 

 

 5.2.1.1 ค่า Phagocytic Activity (PA) 

 เป็นดชันีที�แสดงถงึจาํนวนเซลลเ์มด็ขาวชนิด Monocytes โดยรวมที�ทาํหน้าที�ในกระบวนการ 

Phagocytosis โดยจะทาํการนบัเซลลเ์มด็เลอืดขาวทุกเซลลท์ี�กําลงัเกดิกจิกรรมการกนิเมด็ Latex bead 

ทั �งที�ตดิอยูบ่นผวิเซลลแ์ละถูกกลนืกนิเขา้ไปใน Cytoplasm ของเซลลแ์ลว้ (ภาพที" 3) พบว่า ในช่วงก่อน

การทดลอง ปลาทุกกลุ่มมคี่า PA อยูใ่นระดบัตํ�าประมาณ 0.02-0.04 เท่านั �น อยา่งไรกต็ามเมื�อปลาเริ�ม

ไดร้บัอาหารทดลองเป็นเวลา 1 สปัดาห ์ค่า PA ของปลาในทุก ๆ กลุ่ม รวมทั � งกลุ่มควบคุม มแีนวโน้ม

เพิ�มสงูขึ�นอยา่งชดัเจน โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บั แบคทเีรยีในอาหารในระดบั 5.0 g/Kg จะ

มคี่า PA สงูถงึ 0.19 ซึ�งสงูกว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในปรมิาณ 0.5, 1.0 และ 3.0 g/Kg โดยมคี่า 

PA เป็น 0.12, 0.09 และ 0.11 ตามลาํดบั ขณะที� ปลาในกลุ่มควบคุมมคี่า PA ตํ�าสุดเพยีง 0.03 เท่านั �น 

อยา่งไรกต็าม ค่า PA ของปลาทดลองในแต่ละกลุ่มจะมแีนวโน้มลดลง ในสปัดาหท์ี� 2 จนถงึสิ�นสุดการ

ทดลองภายหลงัจากไดร้บัอาหารทดลอง แต่กเ็ป็นที�น่าสงัเกตว่า ค่า PA ของปลาในกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหารทุกกลุ่มจะมคี่าสงูกว่าปลาในกลุ่มควบคุม ทั �งในสปัดาหท์ี� 2, 3 และ 4 ของการทดลอง 

(ภาพที" 4) 
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ภาพที" 3 ลกัษณะของ Phagocytes (P) และ Latex bead (ลกูศรชี�) ในการเกดิกระบวน Phagocytosis      

(Wrigth & Giemsa 100X) 

 

 

 

 

 

 
 
 

  

 

ภาพที" 4 ค่า Phagocytic Activity ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสม         

           แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่งกราฟที�  

          ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 

 

 

P 

P
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 5.2.1.2 ค่า Phagocytic Index (PI) 

    ค่า PI นี�เป็นดชันีที�แสดงใหเ้หน็ถงึอตัราส่วนของค่าเฉลี�ยจาํนวน Latex bead ทั �งที�ตดิอยูบ่นผวิ

และถูกกนิเขา้ไปใน Cytoplasm ของ Phagocytes ต่อจาํนวน Phagocytes ที�กําลงัเกดิกระบวนการ 

Phagocytosis ทั �งหมด ซึ�งแสดงถงึความว่องไวในการเกดิกระบวนการ Phagocytosis ซึ�งจากการศกึษา

ครั �งนี�พบว่าปลาในทุกกลุ่มที�ไดร้บัอาหารทดลองมคี่า PI ในก่อนการทดลอง และ 1 สปัดาหภ์ายหลงัการ

ไดร้บัอาหารทดลองมคี่าไมแ่ตกต่างกนัทางสถติ ิ (P>0.05) อยา่งไรกต็าม ภายหลงัจากอาหารทดลองเป็น

เวลา 2 สปัดาหแ์ลว้เท่านั �นที� ปลาในกลุ่มที�ไดร้ ับแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 1.0, 3.0 และ 5.0 g/kg มี

ค่า PI เพิ�มสงูขึ�นอยา่งเหน็ไดช้ดัและแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) กบักลุ่มควบคุมและ

กลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5 g/kg อยา่งชดัเจน โดยพบว่า มคี่า PI เป็น 1.25+0.34, 

1.47+0.57 และ 2.11+0.52 ตามลาํดบั ขณะที�กลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 

0.5 g/kg มคี่า PI เป็น 0.50+0.41 และ 0.58+0.25 ตามลาํดบั อยา่งไรกต็ามในสปัดาหท์ี� 3 และ 4 ของ

การทดลอง ค่า PI ของปลาในปลาทุกกลุ่มมแีนวโน้มลดลง แต่ยงัพบว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีใน

อาหารในระดบั  3.0 และ 5.0 g/kg เท่านั �นที�มคี่า PI สงูกว่ากลุ่มอื�น ๆ  แต่กไ็มแ่ตกต่างกนัทางสถติ ิ

(ภาพที" 5)  

 

 

 
 

 

 

 

ภาพที" 5 ค่า Phagocytic index ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสม 

           แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็น 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่ง      

           กราฟที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 
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 5.2.1.3 ค่า Phagocytic Efficiency (PE) 

 ค่าดชันี PE นี� เป็นการวดัความสามารถของ Phagocytes ในการนําเอา Latex bead ซึ�งเป็นสิ�ง

แปลกปลอมเขา้ไปทาํลายใน Cytoplasm ของเซลล ์โดยเป็นอตัราส่วนของค่าเฉลี�ยจาํนวน Latex bead 

ต่อเซลล ์ต่อจาํนวน Phagocytes ที�กําลงัเกดิกจิกรรม Phagocytosis ทั �งหมด ซึ�งจากกา รศกึษาครั �งนี�

พบว่า เมื�อเริ�มการทดลอง ปลาทดลองทุกกลุ่มมคี่า PE ไมแ่ตกต่างกนัโดยมคี่าเฉลี�ยอยูร่ะหว่าง 0.40-

0.66 เท่านั �น อยา่งไรกต็าม ในสปัดาหท์ี� 1 ของการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน

อตัรา 1.0, 3.0 และ 5.0 g/kg มคี่า PE แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญักบัปลากลุ่มอื�น ๆ อยา่งชดัเจน 

อยา่งไรกต็าม ในสปัดาหท์ี� 2 ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารทุกกลุ่มมคี่า PE แตกต่างกนัอยา่งมี

นยัสาํคญักบัปลากลุ่มควบคุม (P<0.05) โดยมคี่าเป็น 0.73+0.43,1.76+0.72, 1.45+0.81 และ 

1.20+0.35 ตามลาํดบั ขณะที�ในสปัดาหท์ี� 3 ค่า PE ของปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั  

3.0 และ 5.0 g/Kg เท่านั �น ที�มคี่า PE แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญักบัปลากลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหาร 0.5-1.0 g/kg diet โดยมคี่า PE ตํ�ามากที� 0.0+0.0 เท่ากนั ขณะที�ในสปัดาหส์ุดทา้ย

ของการทดลองเท่านั �นที�พบว่าปลากลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 3.0 g/kg diet มคี่า PE 

แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติกิบักลุ่มควบคุม (P<0.05) (ภาพที" 6) 

 
ภาพที" 6 ค่า Phagocytic Efficiency ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสม         

           แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่ง      

           กราฟที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 

 

 

 

 

probiotics feeding 
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5.2.2 ปริมาณ Superoxide anion (O2
-) ของเมด็เลือดขาว 

 เป็นการทดสอบความสามารถของ Phagocytes ในการผลติสาร Reactive Oxygen 

Intermediates (ROIs) โดยอาศยัปฏกิริยิาที�เรยีกว่า “Nitroblue Tetrazolium Dye Reaction Test 

(NBT)” โดยการทาํปฏกิริยิา Reduction กบั O2
- 
โดยสาร O2

- 
นั �นถอืไดว้่าเป็นสารที� Phagocytes ผลติ

ออกมาเพื�อใชใ้นการฆา่เชื�อโรคโดยตรงและยงัสามารถทาํปฏกิริยิากบัสารหลายชนิดแลว้ทาํใหเ้กดิ สารที�

มคีวามสามารถในการฆา่เชื�อโรคภายในเซลล ์ (Reactive oxygen species) หลายชนิดตามมา โดยเมื�อ 

O2
- 
ทาํปฏกิริยิา Reduction กบั NBT จากสเีหลอืงแลว้ใหส้ารผลติภณัฑเ์ป็น Formazan blue เป็นสนํี�า

เงนิ ซึ�งความเขม้ขน้ของ Formazan blue ที�เกดิขึ�นจะแปลผนัตรงกบัปรมิาณ O2
- 

ที�ถูกสรา้งขึ�นใน
 

Phagocytes ซึ�งจากการศกึษาในครั �งนี�พบว่า ภายหลงัจากการใหอ้าหารทดลองไปแลว้ 1 สปัดาห ์ปลา

ในกลุ่มที�ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยีทุกกลุ่ม มคี่ า O2
- 

สงูกว่ากลุ่มควบคุม อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

(P<0.05) โดยเฉพาะในสปัดาหท์ี� 2 นั �น ความเขม้ขน้ของ O2
- 
ในทุกกลุ่มจะมคี่าสงูกว่าสปัดาหอ์ื�น โดยมี

ค่าเป็น 0.012+0.006, 0.029+0.004, 0.019+0.006 และ 0.021+0.008 ตามลาํดบั และเป็นที�น่าสงัเกต

ว่าในสปัดาหท์ี� 2 ของการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 1.0 และ 3.0 g/kg diet จะมคี่า 

O2
- 

สงูสุดและแตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งชดัเจน โดยมคี่าสงูถงึ 0.067+0.009 และ 0.067+0.005 

ตามลาํดบั   

  
 

ภาพที" 7 ปรมิาณ O2
-
 ของเซลล ์Phagocytes ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสม         

           แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่ง      

           กราฟที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 
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อยา่งไรกต็ามค่าความเขม้ขน้ของ O2
- 
จะมคี่าลดลงและใหผ้ลคลา้ยกนัในสปัดาหท์ี� 3 และ 4 โดย

ในสปัดาหท์ี� 4 นั �นพบว่า ปลานิลที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในทุกระดบั ตั �งแต่ 0.5-5.0 g/kg มคี่า O2
- 

เป็น 0.027+0.005, 0.027+0.002, 0.041+0.007 และ 0.036+0.004 ตามลาํดบั ขณะที�กลุ่มควบคุมมคี่า 

เป็น 0.0175+0.004 ซึ�งพบว่าเฉพาะปลากลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 1.0-5.0 เท่านั �นที�แตกต่างกบั

กลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) (ภาพที" 7) 

 

5.2.3 ปริมาณเมด็เลือดขาวทั :งหมด Total Leukocyte Count (TLC) 

 การวดัปรมิาณเมด็เลอืดขาวโดยทั �วไปแลว้ สามารถใชเ้ป็นดชันีที�บ่งบอกถงึสภาพภมูคิุม้กนัของ

ปลาได ้ซึ�งจากการทดลองในครั �งนี�พบว่า ภายหลงัปลาไดร้บัอาหารทดลองไปแลว้ 2 สปัดาห ์ปรมิาณ

เมด็เลอืดขาวรวมทั �งหมดในปลาแต่ละกลุ่ม มแีนวโน้มเพิ�มสงูขึ�นเลก็น้อย แต่ไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่ง

มนียัสาํคญั อยา่งไรกต็ามในสปัดาหท์ี� 3 ของการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั  

5.0 g/kg diet มปีรมิาณเมด็เลอืดขาวทั �งหมดลดลงแตกต่างกบัปลาในกลุ่มอื�น ๆ อยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ(P<0.05) และยงัคงมแีนวโน้มในการแสดงออกคลา้ย ๆ กนัเมื�อสิ�นสุดการทดลองที�สปัดาหท์ี� 4 

(ภาพที" 8)  

 
 
ภาพที" 8 ปรมิาณเมด็เลอืดขาวทั �งหมด (Total leukocyte count) ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�            

ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่งกราฟ  
ที�ต่างกนั ในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 
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5.3 ผลของการผสมแบคทีเรีย Bacillus AQBS01 ต่อการเจริญเติบโตของปลานิล 

 

 ในการศกึษาครั �งนี�นอกจากการศกึษาความปลอดภยัและผลต่อระบบภูมคิุม้กนัภายหลงัการ

ประยกุตใ์ช ้แบคทเีรยี  Bacillus AQBS01 ผสมในอาหารปลานิลแลว้ การศกึษาครั �งนี�ยงัทาํการ

ตรวจสอบผลของการผสมแบคทเีรยีในอาหารต่อการเจรญิเตบิโตของปลานิล ซึ�งไดท้าํการวดันํ�าหนกั 

ความยาวลาํตวัมาตรฐาน (Standard length) และอตัราส่วนระหว่างความยาวของลาํไสแ้ละนํ�าหนกั 

 จากการศกึษาในครั �งนี�พบว่าตลอดระยะเวลา 30 วนั ที�ไดร้บัอาหารทดลองนั �น ปลาทุกกลุ่มจะมี

ความยาวลาํตวัมาตรฐาน ความยาวลาํไส ้และอตัราส่วนระหว่างความยาวลาํตวัมาตรฐานและลาํไสไ้ม่

แตกต่างกนัทางสถติ ิ (P>0.05) ในทุกช่วงเวลา ขณะที�นํ�าหนกัของปลานั �น พบว่าปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยี

ในอาหารมแีนวโน้มที�จะแตกต่างกบักลุ่มอื�นในสปัดาหส์ุดทา้ยของการทดลอง (ภาพที" 9, 10 และ 11 

ตามลาํดบั) 

 

 

 

 

 

 

    
ภาพที" 9 ความยาวมาตรฐานของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็น 

           เวลา 4 สปัดาห ์พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่ง กราฟที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามี  

           ความแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 

Before probiotics 
feeding 
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ภาพที" 10 นํ�าหนกัของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็นเวลา 4   

สปัดาหว์นั พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัแท่ง กราฟที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหแ์สดงว่ามคีวาม

แตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 

 
ภาพที" 11 ความยาวลาํไสข้องปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 เป็น 

             เวลา 4 สปัดาห ์ 

หมายเหตุ: ไมพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P>0.05) 

 

Before probiotics 
feeding 
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5.4 การตรวจสอบจาํนวนเชื:อแบคทีเรียระหว่างการทดลอง 

 

 ในการศกึษาครั �งนี�ไดท้าํการตรวจนับจาํนวนแบคทเีรยีในลาํไสท้ั �งหมด (Total bacterial 

count; TBC) และจาํนวนแบคทเีรยีที�ทนต่อการใชเ้ทคนิค Heat–cold shock เพื�อตรวจสอบจาํนวน

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 อยา่งครา่ว ๆ ซึ�งแบคทเีรยีชนิดนี�จะมคีุณสมบตัใินการทนต่อความรอ้น

เช่นเดยีวกนั เนื�องจากเป็นแบคทเีรยีที�สามารถสรา้งสปอรไ์ดเ้มื�ออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มที�ไมเ่หมาะสม 

เช่น การไดร้บัอุณหภมูสิงู  

 

ตารางที" 1 จาํนวนแบคทเีรยีทั �งหมดในรปู Logarithm (Log number) ในลาํไสข้องปลานิล ที�ไดร้บั  

อาหารทดลองที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ที�ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เมื�อเปรยีบเทยีบกบั

กลุ่มควบคุม เป็นเวลา 4 สปัดาห ์

    

Treatment 

Log number of bacteria/gram intestine (Log Number/g) 
Before probiotics 

feeding Week 1  Week 2 Week 3 Week 4 

Control 5.48+0.68a 6.37+0.97a 6.43+0.30a 6.47+0.97a 6.36+0.48 

0.5 g/kg 4.44+1.72a 6.72+0.42a 7.53+0.54ab 7.31+0.56a 6.57+0.47 

1.0 g/kg 5.18+1.16a 7.07+0.35a 8.18+0.77b 7.35+0.86ab >10* 

3.0 g/kg 6.46+0.23a 5.80+0.97a 7.42+0.49ab 8.34+1.23b >10* 

5.0 g/kg 5.41+0.77a 5.72+1.57a 8.17+1.20b 8.39+0.37b >10* 

 

หมายเหต ุ: พยญัชนะภาษาองักฤษกํากบัตวัเลขที�ต่างกนัในแต่ละสปัดาหใ์นคอลมัน์ แสดงว่ามี 

 ความแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05), *; แบคทเีรยีมากจนไมส่ามารถนบัจาํนวนได้ 

 

 จากการสงัเกตพบว่าในช่วงเริ�มการทดลอง จาํนวน TBC ที�พบในลาํไสข้องปลามคี่า Log 

Number อยู ่ ระหว่าง 4.44-6.46/g ของลาํไส ้และมแีนวโน้มคงที�ในช่วง 1 สปัดาหแ์รกของการทดลอง 

แต่เมื�อปลาไดร้บัอาหารทดลองไปแลว้เป็นเวลา 2 สปัดาห ์ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน

อาหารระดบั 1.0 และ 5.0 g/kg diet มจีาํนวนแบคทเีรยีสงูกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

(P<0.05) โดยมจีาํนวนแบคทเีรยีเป็น 8.18 และ 8.17 ตามลาํดบั อยา่งไรกต็ามเป็นที�น่าสงัเกตว่า ใน

สปัดาหท์ี� 3 และ 4 ของการทดลองนั �น ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบัตั �งแต่ 1.0-5.0 

g/kg diet จะมแีนวโน้มของจาํนวนแบคทเีรยีทั �งหมดในลาํไสส้งูกว่ากลุ่มปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 

0.5 g/kg diet และกลุ่มควบคุมอยา่งเหน็ไดช้ดั โดยเฉพาะอยา่งยิ�งในสปัดาหท์ี� 4 นั �น ปลาในกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหาร 1.0-5.0 g/kg diet จะมจีาํนวน Log ของแบคทเีรยีสงูเกนิ 10/g ลาํไส ้ ขณะที�ปลา
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กลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5 g/kg diet และกลุ่มควบคุม จะมจีาํนวนแบคทเีรยีอยูใ่นช่วง

ระหว่าง 6.36-6.57/g ลาํไส ้เท่านั �น (ตารางที� 1) 

    นอกจากนี�จากการตรวจสอบจาํนวนแบคทเีรยีดว้ยเทคนิค Heat-cold shock พบว่า ก่อนการ

ทดลองนั �นปลาทุกกลุ่มนั �นมี จาํนวน Log ของแบคทเีรยีที�สามารถทนความรอ้นไดอ้ยูใ่นช่วง 1.71-

2.15/g ลาํไส ้ในจาํนวนนี�พบว่าบางส่วนนั �น เป็นแบคทเีรยีที�สามารถทนความรอ้นไดเ้ช่นเดยีวกนักบั

แบคทเีรยีที�ใชใ้นการทดลองครั �งนี� แต่มลีกัษณะของโคโลนีต่างกนักบัแบคทเีรยีที�ใชใ้นการทดลองอยา่ง

ชดัเจนเมื�อทดสอบบนอาหารเลี�ยงเชื�อ Plate count agar (PCA) และการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมี 

 
 

ภาพที" 12 จาํนวนแบคทเีรยีในลาํไส้ของปลานิลที�ไดร้บัอาหารทดลองที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus  

             AQBS01 เป็นเวลา 4 สปัดาห ์(รายงานเป็น Log number bacteria/g ลาํไส)้ 

 

 ในช่วงสปัดาหท์ี� 1 และ 2 ภายหลงัจากการไดร้บัอาหารทดลองแลว้ จาํนวนแบคทเีรยีใน

ลาํไสข้องปลาทุกกลุ่มมแีนวโน้มเพิ�มสงูขึ�น ในสปัดาหท์ี� 1 และคงที�ในสปัดาหท์ี� 2 โดยมจีาํนวนของ

แบคทเีรยีที�ทดสอบดว้ยเทคนิค Heat-cold shock ไมแ่ตกต่างกนัยกเวน้ ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 

Bacillus AQBS01 เท่านั �น ที�สงูกว่ากลุ่มอื�น ๆ อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) โดยมคี่าเป็น 4.28 

ขณะที�กลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5-3.0 g/kg diet จะมคี่าอยูร่ะหว่าง 

3.27-3.64 และที�สปัดาหท์ี� 3 ของการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 1.0, 3.0 และ 5.0 

g/kg diet มคี่าเฉลี�ยของจาํนวนแบคทเีรยีอยูใ่นระดบัใกลเ้คยีงกนัคอืมคี่าเท่ากบั 4.48, 4.51 และ 4.14 

ซึ�งแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญักบักลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5 g/kg diet และกลุ่ม

ควบคุม โดยมคี่าเป็น 3.13 และ 3.62 อยา่งไรกต็ามเมื�อสิ�นสุดการทดลอง Log จาํนวนแบคทเีรยี ในปลา

ทุกกลุ่มนั �นมคี่าเฉลี�ยที�ใกลเ้คยีงกนัและไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ (P>0.05) โดยมคี่าอยูร่ะหว่าง 

Before probiotics 
feeding 
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3.21-3.75 ซึ�งมแีนวโน้มสงูกว่าเมื�อเริ�มการทดลองในทุก ๆ กลุ่ม (ภาพที� 12) นอกจากนี�เมื�อนําเชื�อ

แบคทเีรยีในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารไปทดสอบคุณสมบตัทิางชวีะเคมพีบว่าเป็นชนิดเดยีวกบั

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ที�ใส่ลงไปในอาหาร     

 

5.5 การ ศึกษา ผลของการใช้ เชื? อแบคทีเรีย  สายพนัธุ ์ AQBS01 ต่อการต้านทานโรค 

Streptococcosis ในปลานิลในห้องปฏิบติัการ 

 

5.5.1 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการแช่ปลาทดลองด้วยเชื?อ S. agalactiae 

   

ผลการศกึษาพบว่า เมื9อทาํการเตมิเชื�อ S. agalactiae ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 10
6
 

CFU/ml ในทุกตูท้ดลอง ปลาทดลองในทุกกลุ่มจะเริ9มแสดงการตายในช่วงวนัที9 2-4 และอตัราการตายจะ

เริ9มคงที9ไปจนถงึสิ�นสุดของการทดลอง เมื9อนําปลาที9มแีสดงอาการของโรคไปตรวจสอบการตดิเชื�อโดย

การเขี9ยเชื�อจากตบัและมา้มของปลา บนอาหารเลี�ย งเชื�อ TSA พบว่าปลาที9แสดงอาการผดิปกตเิหล่านั �น 

มเีชื�อ S. agalactiae เกดิขึ�นบนอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA อยา่งชดัเจน อยา่งไรกต็ามเมื9อพจิารณาถงึอตัรา

การตายที9เกดิขึ�นเป็นที9น่าสงัเกตว่าอตัราการตายของปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมอีตัราการตาย

ค่อนขา้งตํ9าอยูใ่นช่วง 10-15% เท่านั �น และยงัพบว่าอตัราการตายของปลาในทุกกลุ่มภายหลงัจากการ

เตมิเชื�อ S. agalactiae ตั �งแต่วนัที9 1 จนถงึสิ�นสุดการทลองที9 15 วนั มคีวามแตกต่างกนัอยา่งไมม่ี

นยัสาํคญัทางสถติ ิ(P>0.05) ในทุกช่วงเวลา (ภาพที9 13) 

 
ภาพที7 13 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

   ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารแช่ 
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5.5.2 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการฉีดเข้าช่องท้อง 

   

          ทาํการทดลองโดยทาํการทดลองเช่นเดยีวกบัการทดลองในขอ้ 5.1 โดยเมื9อเลี�ยงปลาจน

ครบ 1 เดอืน ทาํการทดสอบความตา้นทานโรค Streptococcosis ของปลาในแต่ละกลุ่ม โดยวธิกีารฉีด

เขา้ช่องทอ้ง โดยการฉีดสารละลายแบคทเีรยี S. agalactiae ความเขม้ขน้ 10
7
 CFU/มลิลลิติร ปรมิาตร 

0.5 มลิลลิติร ในทุก ๆ ตวั ของแต่ละชุดการทดลอง ซึ9งจะทาํใหป้ลาทุกตวัจะไดร้บัเชื�อ S. agalactiae 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10
6
 CFU/มลิลลิติร เท่ากนั  ทาํการเลี�ยงปลาในสภาพดงักล่าวและใหอ้าหาร

ทดลองต่อไป เป็นเวลา 2 สปัดาห ์ระหว่างนี�ทาํการสงัเกตอาการของปลาและบนัทกึอตัราการตายสะสม

ทุก ๆ วนั หากปลาแสดงอาการของโรคและใกลต้ายใหนํ้าปลามาแยกเชื�อโดยการใชเ้ขม็เขี9ยที9ตบัใน

อาหารเลี�ยงเชื�อ TSA เพื9อเป็นการยนืยนัผล 

 

  ผลการศกึษาพบว่า เมื9อทาํการฉีดเชื�อ S. agalactiae เขา้ช่องทอ้งในปลาทุกตวัของทุก

กลุ่มใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10
6
 CFU/ml ในทุกตูท้ดลอง พบว่าปลาทดลองในทุกกลุ่มจะเริ9ม

แสดงการตายในช่วงวนัที9 2 ยกเวน้ปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร ในอตัรา 1.0 และ 3.0 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั และอตัราการตายจะเริ9มเพิ9มสงูขึ�นอยา่งรวดเรว็ในวนัที9 3-5 อยา่งไรกต็าม กพ็บว่า

ปลาทดลองในทุกกลุ่มมอีตัราการตายสะสมภายหลงัการไดร้บัการฉีดเชื�อไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ

(P>0.05) (ภาพที9 14) 

 

เป็นที9น่าสงัเกตว่าในช่วงวนัที9 5-6 ปลาทดลองในกลุ่มที9ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยีในอตัรา 3.0 

กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัเท่านั �น ที9แสดงอตัราการตายตํ9ากว่าปลาในกลุ่มอื9น ๆ  โดยมอีตัราการตายสะสม

ในวนัที9 6 เป็น 13.33+3.43% ขณะที9ปลาในกลุ่มควบคุมและปลาที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5, 

1.0 และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตายสะสมเป็น 24.44+3.85, 22.22+7.70, 17.78+3.85 

และ 20.00+6.67% ตามลาํดบั อยา่งไรกต็ามเมื9อเขา้สู่วนัที9 8 ปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน

อตัรา 1.0, 3.0 และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั    มอีตัราการตายสะสมตํ9ากว่ากลุ่มควบคุมและปลา

ทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

(P<0.05) โดยมอีตัราการตายสะสมเป็น 22.22+3.85, 20.00+6.67, 22.22+10.18% ขณะที9กลุ่มควบคุม

และกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่าเท่ากบั   37.78+6.67 และ 

31.11+10.18% ตามลาํดบั และยงัพบว่าปลาในกลุ่มควบคุมและปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 

0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตายสะสมแตกต่างกนัอยา่งไมม่นียัสาํคญัทางสถติ ิ (P>0.05) 

นอกจากนี�ในช่วงวนัที9 9 จนถงึสิ�นสุดการทดลอง ปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 1.0, 3.0 

และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั    มอีตัราการตายสะสมเพิ9มขึ�นเลก็น้อยในช่วงวนัที9 10-11 ในระดบั

ประมาณ 25% และยงัมอีตัราการตายสะสมตํ9ากว่ากลุ่มควบคุมและปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยีใน

อาหารในอตัรา 1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) ไปจนถงึสิ�นสุดการ

ทดลอง 
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เพื9อเป็นการยนืยนัผลของการตายของปลาที9เกดิขึ�น ระหว่างทาํการทดลองเมื9อนําปลาที9มแีสดง

อาการของโรคไปตรวจสอบการตดิเชื�อโดยการดจูากลกัษณะภายนอกพบว่าปลาที9แสดงอาการผดิปกติ

จะมคีรบีหแูละครบีหางกรอ่นตกเลอืด ในระยะเริ9มแรกจะเหน็เป็นสคีลํ�าอยา่งชดัเจนและไมก่นิอาหาร 

บางตวัแสดงอาการของโรคอยา่งรนุแรงโดยการเสยีสมดุลการทรงตวัและว่ายนําผดิปกตอิยา่งชดัเจน แต่

กไ็มพ่บว่าปลามอีาการตาโปนเหมอืนกบัที9พบในการเกดิโรคในสภาพการเลี�ยงทั 9วไป ยกเวน้ช่วงทา้ยๆ 

ของการทดลองประมาณวนัที9 7-10 ปลาบางตวัจะแสดงอาการตาขุน่หรอืตาโปนใหเ้หน็อยา่งชดัเจนและ

เมื9อนําปลาเหล่านี�ไปทาํการเขี9ยเชื�อจากตบัและไตของปลา บนอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA พบว่าปลาที9แสดง

อาการผดิปกตเิหล่านั �น มเีชื�อ S. agalactiae เกดิขึ�นอยา่งชดัเจน โดยสงัเกตไดจ้ากลกัษณะของโคโลนีที9

มสีขีาวขนาดเลก็และผลจากการตรวจสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมขีองเชื�อโดยใชชุ้ดทดสอบ API 20 Strep 

(ภาพที7 15 และ 16 ตามลาํดบั) 

 

 
ภาพที7 14 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

   ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารฉีดเขา้ช่องทอ้ง 

 

 



48 
 

 
 

ภาพที7 15 ลกัษณะของเชื�อแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากปลาทดลองที9แสดงอาการปว่ยภายหลงัจากการไดร้บั  

   เชื�อ S. agalactiae 

 

 
 

 

ภาพที7 16 คุณลกัษณะทางชวีเคมขีองเชื�อแบคทเีรยีที9แยกไดจ้ากปลาทดลองที9แสดงอาการปว่ยภายหลงั 

   จากการไดร้บัเชื�อ S. agalactiae ที9ทดสอบดว้ยชุดทดสอบ API 20 Strep 
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5.5.3 การทดสอบความต้านทานโรคโดยการกิน 

  ทาํการทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 5.1 โดยเมื9อเลี�ยงปลาจนครบ 1 เดอืน ทาํการทดสอบ

ความตา้นทานโรค Streptococcosis ของปลาในแต่ละกลุ่ม โดยการกนิ โดยการเตรยีมสารละลาย

แบคทเีรยี S. agalactiae ความเขม้ขน้ 2.5x10
7
 CFU/มลิลลิติร ปรมิาตร 0.2 มลิลลิติร แลว้นําไปใส่ใน 

Gelatin capsule แลว้จงึทาํการป้อนเขา้ไปในปากโดยใชห้ลอดแกว้ใสพ่นเขา้ไปเพื9อใหแ้น่ใจว่า Capsule 

ของเชื�อไดเ้ขา้สู่ระบบทางเดนิอาหารอยา่งสมบรูณ์ โดยทาํการป้อนในทุก ๆ ตวั ของแต่ละชุดการทดลอง 

ซึ9งจะทาํใหป้ลาทุกตวัจะไดร้บัเชื�อ S. agalactiae ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10
6
 CFU เช่นเดยีวกบั

ปรมิาณที9ใชใ้นการทดสอบดว้ยการฉีด ทาํการเลี�ยงปลาในสภาพดงักล่าวและใหอ้าหารทดลองต่อไป เป็น

เวลา 2 สปัดาห ์ระหว่างนี�ทาํการสงัเกตอาการของปลาและบนัทกึอตัราการตายสะสมทุก ๆ วนั หากปลา

แสดงอาการของโรคและใกลต้ายใหนํ้าปลามาแยกเชื�อโดยการใชเ้ขม็เขี9ยที9ตบัในอาหารเลี� ยงเชื�อ TSA 

เพื9อเป็นการยนืยนัผล 

   

            ผลการศกึษาในการทดลองในส่วนนี�ใหผ้ลมแีนวโน้มคลา้ยกบัการทดสอบดว้ยการฉีด 

เนื9องจากพบว่า เมื9อทาํการใหเ้ชื�อ S. agalactiae เขา้ทางระบบทางเดนิอาหารในปลาทุกตวัของทุกกลุ่ม

ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5x10
6
 CFU ในทุกตูท้ดลอง พบว่าปลาทดลองในทุกกลุ่มจะเริ9มแสดงการ

ตายในช่วงวนัที9 2 และอตัราการตายจะสงูขึ�นอยา่งรวดเรว็ในวนัที9 3-5 ของการทดลอง โดยพบว่าในช่วง

ดงักล่าวปลาทุกกลุ่มจะมอีตัราการตายสะสมที9ใกลเ้คยีงกนัและแตกต่างกนัอยา่งไม่มนียัสาํคญัทางสถติ ิ

(P>0.05) โดยอตัราการตายสะสมที9สงัเกตพบมคี่าอยูร่ะหว่าง 15-20% เท่านั �น อยา่งไรกต็ามเมื9อทาํการ

สงัเกตอตัราการตายสะสมของปลาทดลองในวนัที9 6 พบว่า ปลาในกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus 

AQBS01 ในอาหารในอตัรา 1-5 กรมั ต่ออาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตายสะสมน้อยกว่ากลุ่มควบคุม

และกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัแตกต่างกนั

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) โดยกลุ่มควบคุมมอีตัราการตายสะสมเป็น 31.11+3.85 ขณะที9กลุ่ม

ที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารมีค่าเป็น 28.89+10.18, 20.00+6.67, 17.78+7.70 และ 22.22+7.70% 

ตามลาํดบั และยงัพบว่าอตัราการตายของปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus 

AQBS01 ในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ยงัมอีตัราการตายเพิ9มสงูขึ�นเรื9อย ๆ ตั �งแต่วนัที9 

7 จนถงึสิ�นสุดการทดลอง ซึ9งแตกต่างกบักลุ่มที9ไดร้บั แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหารในอตัรา 1-

5 กรมั ต่ออาหาร 1 กโิลกรมั อยา่งชดัเจน ที9พบว่าอตัราการตายของปลาในกลุ่มนี�จะเพิ9มสงูขึ�นและสงูสุด

ในวนัที9 8 ของการทดลอง และมแีนวโน้มของการตายคงที9ตั �งแต่วนัที9 9 จนถงึสิ�นสุดการทดลอง ซึ9ง

แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติกิบัปลาในกลุ่มแรก (P<0.05) ตลอดช่วงเวลา ซึ9งเมื9อพจิารณาแลว้

เหน็ว่าเมื9อสิ�นสุดการทดลองปลาในกลุ่มนี� จะมอีตัราการตายสะสมเพยีง 28.89+0.0, 28.44+3.85 และ 

31.11+3.85% ตามลาํดบั ซึ9งแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํ คญัทางสถติกิบักลุ่มควบคุมและปลาในกลุ่มที9

ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ที9มอีตัราการตายสงู

ถงึ 40.00+2.34 และ 42.22+3.85% ตามลาํดบั (P<0.05) (ภาพที7 17) 
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เช่นเดยีวกบัการทดลองในขา้งตน้ เพื9อเป็นการยนืยนัผลของการตายของปลาที9เกดิขึ�น ระหว่าง

ทาํการทดลองเมื9อนําปลาที9แสดงอาการของโรคไปตรวจสอบการตดิเชื�อโดยการดจูากลกัษณะภายนอก

พบว่าปลาที9แสดงอาการผดิปกตจิะมลีกัษณะคลา้ยคลงึกนักบัการทดลองโดยการฉีดเชื�อ เช่น ในระยะ

เริ9มแรกจะเหน็เป็นสคีลํ�าอยา่งชดัเจนและไมก่นิอาหาร บางตวัจะมคีรบีหแูละครบีหางกรอ่นตกเลอืด บาง

ตวัแสดงอาการของโรคอยา่งรนุแรงโดยการเสยีสมดุลการทรงตวัและว่ายนําผดิปกตทิี9พื�นตูท้ดลองอยา่ง

ชดัเจนเช่นเดยีวกนั อยา่งไรกต็ามในการทดลองนี�ยงัพบว่าปลาบางตวัมอีาการตาโปนเหมอืนกั บที9พบใน

การเกดิโรคในสภาพการเลี�ยงทั 9วไปอยา่งชดัเจนและที9สาํคญัคอืปลาที9ปว่ยจากการทดลองนี� จะเหน็รอย

โรคที9มลีกัษณะเป็นเนื�อตาย เกลด็หลุดเป็นวงกวา้ง โดยเฉพาะบรเิวณดา้นทอ้ง เมื9อทาํการผ่าดภูายใน

พบว่ามนํี�าสเีหลอืงปนแดงทะลกัออกมาเป็นจาํนวนมาก และเมื9อนําปลาเหล่านี� ไปทาํการเขี9ยเชื�อจากตบั

และไตของปลา บนอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA พบว่าปลาที9แสดงอาการผดิปกตเิหล่านั �น มเีชื�อ S. agalactiae 

เกดิขึ�นอยา่งชดัเจน โดยสงัเกตไดจ้ากลกัษณะของโคโลนีที9มสีขีาวขนาดเลก็และผลจากการตรวจสอบ

คุณสมบตัทิางชวีเคมขีองเชื�อโดยใชชุ้ดทดสอบ API 20 Strep กใ็หผ้ลเช่นเดยีวกนักบัการทดลอง โดย

การฉีดเชื�อ 

 
ภาพที7 17 อตัราการตายของปลานิลทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหาร 

ภายหลงัไดร้บัเชื�อ S. agalactiae โดยวธิกีารกนิ Gelatin capsule ที9บรรจุเชื�อความเขม้ขน้        

5x10
6
 CFU 
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5.6 การศึกษาประสิทธิภาพของ เชื?อแบคทีเรีย Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อปลานิล ที7

เลี?ยงในกระชงับริเวณที7มีการระบาดของโรค Streptococcosis 
 

การทดลองนี�จะเป็นการประยกุตใ์ชแ้บคทเีรยี  Bacillus สายพนัธุ ์ AQBS01 ในสภาพการเลี�ยง

จรงิ  โดยในเบื�องตน้ไดว้างแผนจะใชพ้ื�นที9อําเภอเมอืงจงัหวดัชยันาท ซึ9งพบว่ามกีารระบาดของโรค 

Streptococcosis บ่อยครั �ง โดยจะเริ9มทาํการทดลองในช่วงตน้เดอืน มนีาคม และจะเลี�ยงปลาต่อไปอกี 4 

เดอืน ซึ9งเป็นระยะที9จบัขาย  โดยในสภาพการเลี�ยงจรงิจะพบว่าในช่วงเดอืน เมษายนถึ งเดอืนกรกฎาคม 

ของทุกปีจะเป็นช่วงที9มกีารระบาดของโรคมากที9สุด  อยา่งไรกต็ามในช่วงปี 2551 ที9ผ่านมาเกษตรกรใน

พื�นที9ดงักล่าว รวมทั �งเกษตรกรในพื�นที9การเลี�ยงอื9นทั 9วประเทศ ไดป้ระสบปญัหาการตายอยา่งหนกัของ

ปลาในกระชงัรวมทั �งพื�นที9การเลี�ยงในบ่อดนิที9ใชนํ้�าจากแหล่ งนํ�าธรรมชาต ิเช่น แมนํ่�า ลาํคลอง ที9ได้

สรา้งความเสยีหายตลอดทั �งปีต่อเนื9องมาถงึปจัจบุนั ซึ9งจากการตรวจสอบเบื�องตน้พบว่าปลาที9ปว่ยจะมี

ขนาดตั �งแต่ปลาวยัอ่อนขนาดใบมะขามไปจนถงึขนาดจบัขาย สามารถเกดิขึ�นไดท้ั �งกบัปลานิลดาํและ

ปลานิลทบัทมิ แต่ที9สรา้งความเสยีหายมาก ที9สุดจะอยูใ่นช่วงอายขุองปลา 2-4 เดอืน หรอืมขีนาดปลา

ประมาณ 300-800 กรมั โดยลกัษณะของปลาที9ปว่ยจะพบว่ามรีอยด่างเป็นปื�นขาว เกลด็หลุดรว่งเป็น

ดวงขนาดตั �งแต่ 1-3 นิ�ว บรเิวณลาํตวั ครบีหแูละครบีหลงักรอ่นและตกเลอืด (ภาพที7 18) ปลาจะลอย

ตายเป็นจาํนวนมากในช่วงสายของวนั อตัราความเสยีหายโดยประเมนิจากการตายของปลาจะพบตั �งแต่ 

30-90% เกษตรกรในพื�นที9ส่วนใหญ่พยายามแกไ้ขโดยการใชย้าปฏชิวีนะและสารเคม ีแต่กไ็มส่ามารถลด

ความเสยีหายที9เกดิขึ�นได ้ทาํใหเ้กษตรกรตอ้งขาดทุนเป็นจาํนวนมาก  นอกเหนือจากการเกดิโรค

ดงักล่าวแลว้ในช่วงปีที9ผ่านมาเ กษตรยงัตอ้งประสบปญัหาตน้ทุนการผลติที9สงูขึ�น โดยเฉพาะอาหาร ซึ9ง

พบว่าในปี 2551 ราคาอาหารไดข้ยบัตวัสงูขึ�นถงึ 20-30% โดยพบว่ามกีารปรบัราคาถงึ 5 ครั �ง ซึ9งเป็น

ส่วนที9ซํ�าเตมิเกษตรกรอยา่งมาก ส่งผลใหเ้กษตรกรผูเ้ลี�ยงปลาตอ้งเลกิเลี�ยงเป็นจาํนวนมาก 
 

 นอกจากนี�ยงัจากขอ้มลูสาํรวจและการตรวจวนิิจฉยัทั �งภาคสนามและหอ้งปฏบิตักิาร พบว่าปลา

ที9ปว่ยสามารถตรวจพบปรสติภายนอกเช่น ปลงิใส (Monogene) เหบ็ระฆงั (Trichodina) หรอืบางครั �งจะ

พบเหบ็ปลาจาํพวก Isopod รวมทั �งแบคทเีรยีในกลุ่ม Flavobacterium เคลื9อนที9ไปมาอยูเ่ป็นจาํ นวนมาก

เมื9อตรวจสอบอวยัวะภายในจะพบว่าตบัมสีซีดีกว่าป กต ิถุงนํ�าดมีขีนาดบวมใหญ่และมสีี เขม้ ทางเดนิ

อาหารโดยเฉพาะลาํไสไ้มม่อีาหารอยูแ่ละมกีารอกัเสบอยา่งรนุแรง เหงอืกชํ�าบวมและเซลลเ์หงอืกตาย

เป็นหยอ่ม ๆ ผลจากการแยกเชื�อแบคทเีรยีและการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมใีนหอ้ง ปฏบิตักิาร 

สามารถพบเชื�อแบคทเีรยีไดห้ลายชนิด โดยเฉพาะเชื�อ Aeromonas hydrophilla, A. sorbea, S. 

agalactiae และรวมทั �งเชื�อ  Flavobacterium ดว้ย ผูว้จิยัจงึทดลองเอาเชื�อ  Bacillus  AQBS01 มา

ทดสอบความสามารถในการยบัยั �งเชื�อในกลุ่มดงักล่าวดว้ย และไดผ้ลที9น่าสนใจมาก โดยพบว่า

นอกเหนือจากเชื�อ S. agalactiae แลว้ แบคทเีรยี  Bacillus  AQBS01 นี� ยงัมคีุณสมบตัแิละสามารถใน

การยบัยั �งการเจรญิของเชื�อที9แยกไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพในระดบัที9แตกต่างกนั โดยสา มารถยบัยั �งเชื�อ 

A. hydrophilla และ A. sorbea, ไดด้ทีี9สุด รองลงมาคอื เชื�อ S. agalactiae และ Flavobacterium 

ตามลาํดบั 
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ภาพที7 18 ลกัษณะการตายของปลานิลที9เกดิโรคระบาดในปี 2551 
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ดว้ยสาเหตุการตายอยา่งหนกัดงักล่าวทาํให้ผลผลติของเกษตรกรในพื�นที9จงัหวดัชยันาท

เสยีหายและขาดทุนอยา่งต่อเนื9อง จนไม่สามารถเขา้รว่มโครงการได ้ผูว้จิยัจงึทาํการออกสาํรวจและ

เลอืกเกษตรกรผูท้ี9เขา้รว่มโครงการอกีครั �ง โดยสามารถเลอืกเกษตรกรผูเ้ขา้รว่มโครงการใหมไ่ดใ้นพื�นที9 

จงัหวดัสุพรรณบุร ีในพื�นที9อําเภอเดมิบางนางบวช คอืนายเฉลมิพล มะยมตนั อยูบ่า้นเลขที9 50/2 หมู ่6 

ตําบลนางบวช ซึ9งเป็นเกษตรกรที9มปีระสบการณ์การเลี�ยงปลานิลในกระชงัมากว่า 10 ปี และประสบ

ปญัหาการตายของปลานิลอนัมสีาเหตุมาจากโรค Streptococcosis มาอยา่งต่อเนื9อง รวมทั �งโรคระบาดที9

เกดิขึ�นในปี พ.ศ. 2551 ดว้ยเช่นกนั โดยพื�นที9ของฟารม์ตั �งอยูบ่นแมนํ่�าท่าจนี ในพื�นที9ของตําบลนางบวช 

อําเภอเดมิบางนางบวช โดยมพีกิดัของฟารม์คอื N 14๐49’.575 E 100๐06’.591 (ภาพที7 19) 

 

 ในการทดลองครั �งนี�ได้ ทาํการเริ9มเลี�ยงปลานิลขนาด 50 กรมั/ตวั ในช่วงตน้เดอืน กุมภาพนัธ์  

จาํนวน 620 ตวั/กระชงั ในกระชงัขนาด 3x3x2 เมตร จาํนวน 12 กระชงัและปรบัสภาพของปลาใหเ้ขา้

กบัสภาพของแหล่งเลี�ยงประมาณ 1 สปัดาห ์แลว้ทาํการเตรยีมอาหารทดลองเช่นเดยีวกบัการทดลองใน

ขอ้ 1 และทาํการวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยแบ่งเป็น 4 

ชุดการทดลอง (treatments) แต่ละชุดการทดลองม ี 3 ซํ�า ใหอ้าหารทดลองวนัละ 2 มื�อ ในช่วง 9.00 น. 

และ 16.00 น. โดยแบ่งใหต้ามการวางแผนการทดลองดงัต่อไปนี� 

- ชุดการทดลองที9 1 ใหอ้าหารปกต ิ(กลุ่มควบคุม) 

- ชุดการทดลองที9 2 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 3 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

- ชุดการทดลองที9 4 ใหอ้าหารผสมเชื�อแบคทเีรยี Bacillus AQBS01
 
3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

  

 โดยก่อนการทดลองผูว้จิยัไดแ้นะนํารายละเอยีด ตลอดจนวธิกีารเตรยีมและการใหอ้าหารแก่

เกษตรผูร้ว่มโครงการวจิยัทราบ (ภาพที7 20) 

 ทาํการใหอ้าหารทดลองไปจนครบ 4 เดอืน ระหว่างนี�ทาํการบนัทกึอตัรากา รตายสะสมและทาํ

การสุ่มปลามาชั 9งวดันํ�าหนกัและความยาวทุก ๆ เดอืน และเมื9อปลาเกดิการตายใหนํ้ามาตรวจวนิิจฉยั 

โดยนําตบั มา้มและไต ไปเขี9ยบนอาหารเลี�ยงเชื�อ TSA และเมื9อมเีชื�อขึ�น นําเชื�อที9ไดไ้ปยอ้มสแีกรมและ

จาํแนกชนิดดว้ยวธิมีาตรฐานต่อไป ระหว่างการเลี�ยงจะไมม่กีารใชส้ารเคมฆีา่เชื�อและยาปฏชิวีนะโดย

เดด็ขาด และทาํการวดัพารามเิตอรท์ี9เกี9ยวกบัปลา ซึ9งไดแ้ก่ 

- ความยาว 

- นํ�าหนกั 

- อตัราเจรญิเตบิโต 

- อตัราการตายสะสม  

- ปรมิาณแบคทเีรยี Bacillus ในทางเดนิอาหารในส่วนของลาํไส้ ทั �ง Total bacterial count และ 

Heat shock count  

- ความยาวลาํไสแ้ละเกบ็เนื�อเยื9อนําไปศกึษา Histology 
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รวมทั �งการวดัคุณภาพนํ�า (ภาพที7 21) เช่น  

- ออกซเิจนละลาย  

- ความเป็นด่าง  

- ความเป็นกรด-ด่าง  

- แอมโมเนีย  

- ไนไตรท ์ 

- ค่าความโปรง่แสง 

- ค่าความนําไฟฟ้า 

 

เพื9อนําขอ้มลูดงักล่าวมาประกอบการวเิคราะหผ์ลการทดลอง โดยจะทาํการเกบ็ตวัอยา่ง ทุก ๆ 

15 วนั (ทุก 2 สปัดาห)์ ระหว่างการเลี�ยงและหากพบว่ามกีารปว่ยหรอืปลาแสดงความผดิปกตหิรอืตาย 

จะทาํการแยกเชื�อจากตวัปลาเพื9อการตรวจวนิิจฉยั และเกบ็เนื�อเยื9อส่วนตบั มา้ม ไตและสมองเพื9อศกึษา

การเปลี9ยนแปลงทางพยาธสิภาพ โดยใชเ้ทคนิคทางอณูพยาธวิทิยาดว้ยวธิมีาตรฐาน  

 (5) ทาํการทาํการวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of variance) ของนํ�าหนกั ความ

ยาวอตัราการเจรญิเตบิโต ปรมิาณแบคทเีรยี Bacillus ในทางเดนิอาหาร และอตัราการตายสะสมของ

ปลาทดลอง ที9ก่อนการทดลอง และทุก ๆ 2 สปัดาหจ์นสิ�นสุดการทดลอง โ ดยใชเ้วลาประมาณ 4 เดอืน 

ของการทดลอง ตามการวางแผนกา รทดลองแบบ Complete Randomized Design และเปรยีบเทยีบ

ค่าเฉลี9ยของดชันีดงักล่าวของปลาในแต่ละเดอืนดว้ยวธิ ีDuncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

ที9ระดบัความเชื9อมั 9น 95%  
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ภาพที7 19 พกิดัของฟารม์ทดลอง บนแมนํ่�าท่าจนี ซึ9งตั �งอยูใ่นเขตพื�นที9ของตําบลนางบวช อําเภอเดมิ   

             บางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ี

 

N 14๐49’.575 E 100๐06’.591 
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ภาพที7 20 การเตรยีมอาหารทดลองของเกษตรกร 

 

  

  
 

ภาพที7 21 การเกบ็ตวัอยา่งและวเิคราะหค์ุณภาพนํ�าในฟารม์ทดลอง 
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ผลการทดลองในส่วนนี? สามารถแบ่งออกเป็น 2 ช่วง ดงันี?  

 

5.6.1 ผลการทดลองเบื?องต้น 

ในช่วงแรกนั �นผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาเบื�องตน้ (Preliminary test) ในพื�นที9จรงิ เพื9อเป็นเตรยีม

ความพรอ้มของทมีวจิยัและเกษตรกรโดย ไดว้างแผนใหอ้าหารปลาทดลอง ซึ9งเกษตรกรเลี�ยงอยูแ่ลว้ ซึ9ง

มอีายปุระมาณ 2 เดอืนครึ9ง โดยอยูใ่นช่วงเดอืนกรกฎาคม 2551 ซึ9งพบว่ากําลงัมกีารระบาดของโรค

อยา่งหนกัแต่ในพื�นที9ทาํการทดลองยงัไมพ่บการระบาด เกษตรกรสนใจใหท้มีวจิยัใชป้ลาที9กําลงัเลี�ยงอยู่

จาํนวน 12 กระชงั กระชงัละ 620 ตวั ในการทดสอบประสทิธภิาพของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์

AQBS01 ในการตา้นทานโรคที9กําลงัเกดิขึ�นจงึวางแผนการทดลองโดยการผสมแบคทเีรยี Bacillus สาย

พนัธุ ์AQBS01 ในอาหาร 4 ระดบั คอื 0.5, 1.0, 3.0 และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั รว่มกบักลุ่ม

ควบคุมอกี 1 ชุดการทดลอง โดยในแต่ละกลุ่มจะทาํ 3 ซํ�า ระหว่างนี�จะทาํการเกบ็ขอ้มลู นํ�าหนกั ความ

ยาว ความยาวลาํไส ้คุณภาพนํ�าทุก ๆ สปัดาห ์อตัราการตาย ผลการทดลองใหผ้ลเป็นที9น่าสนใจใน 2 

ประการคอื ความยาวลาํไสข้องปลาที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ 1.0, 3,0 และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั มคีวามยาวแตกต่างกนักบักลุ่มที9ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิี9สปัดาหท์ี9 4 และ 5 ภายหลงัการไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร (ภาพที7 22) 

 

ภาพที7 22 ความยาวลาํไสข้องปลาทดลองที9ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารที9 

   ความเขม้ขน้ต่าง ๆ อกัษรที9แตกต่างกนัระหว่างแท่งกราฟในแต่ละช่วงเวลาแสดงว่ามคีวาม    

   แตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 

 

       0 Before probiotics 
feeding 



58 
 

นอกจากนี�ยงัพบขอ้มลูที�น่าสนใจเป็นอยา่งยิ�งคอื ในช่วงสปัดาหท์ี� 6 ภายหลงัการให้

อาหารทดลอง ปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 

1 กโิลกรมั เริ�มแสดงอาการปว่ยของโรคที�คลา้ยกบัโรคที�มกีารระบาดก่อนหน้านี� โดยลาํตวั ครบี

จะขาวเป็นปื�น ตกเลอืดตามผวิหนงั เหงอืกชํ�าและมเีนื�อเยื�อตายเป็นหยอ่ม ๆ ขณะที�ปลาในกลุ่ม

ที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ 1.0-5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัเริ�มมอีตัราการตายเช่นกนัแต่มี

ค่าเฉลี�ยของการตายตํ�ากว่ากลุ่มแรกอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติิ (P<0.05) นอกจากนี�ในสปัดาหท์ี� 

7  ยงัพบว่าปลาในทุก ๆ กลุ่มมอีตัราการตายสงูขึ�น แต่ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน

ระดบั 1.0, 3.0 และ 5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ยงัมอีตัราการตายตํ�ากว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั (P<0.05) โดยมอีตัราการตาย

สะสมเป็น 6.67+3.35, 2.43+2.52, 3.41+2.26% ตามลาํดบั ขณะที�ปลากลุ่มควบคุมและกลุ่มที�

ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมอีตัราการตายสงูขึ�นอยา่ง

รวดเรว็เป็น 26.14+3.38 และ 14.05+6.45% ตามลาํดบั (ภาพที� 23) 

 

อยา่งไรกต็ามจากเหตุการณ์ที�เกดิขึ�นเกษตรกรไดท้าํการให ้Antibiotics เพื�อใชใ้นการ

รกัษาโรคระบาดที�เกดิขึ�น เนื�องจากปลาส่วนใหญ่อยูใ่นระยะที�กําลงัจะจบัขาย การศกึษาเบื�องตน้

ของการใชแ้บคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในการป้องกนัโรคจงึตอ้งยตุลิง        

 
ภาพที� 23 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01  

ในอาหารที�ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั อกัษรที�แตกต่างกนัระหว่างแท่งกราฟในแต่ละ   

ช่วงเวลาแสดงว่ามคีวาม แตกต่างกนัทางสถติ ิ(P<0.05) 
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5.6.2 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในสภาพจริง 

  

การศกึษาในส่วนนี�ไดเ้ริ�มการทดลองในช่วงตน้เดอืนมกราคม 2552 เกษตรกรไดเ้ตรยีมลกูปลา

ทดลองขนาดประมาณ 50 กรมั ใน 12 กระชงั ๆ ละ 620 ตวั อยา่งไรกต็ามเป็นที�น่าสงัเกตว่าภาย

หลงัจากที�เกษตรกรปล่อยลกูปลาเพื�อปรบัสภาพใหคุ้น้เคยกับสภาพการเลี�ยง ลกูปลาในทุกกระชงัเริ�ม

แสดงความผดิปกตขิองโรค เช่น มแีผลเปื�อยตามลาํตวั ปากและครบีเปื�อย และทยอยตายเป็นจาํนวน

มากประมาณ 30-40% (ภาพที� 24) ผูว้จิยัและเกษตรกรผูร้ว่มโครงการจงึตดัสนิใจหยดุเลี�ยงและทาํการ

พกัและเตรยีมกระชงัใหมเ่พื�อเตรยีมอนุบาลลกูปลาใหมอ่กีครั �งหนึ�ง โดยใชล้กูปลาชุดใหมท่ี�มขีนาดและ

ขนาดใกลเ้คยีงกบัการเตรยีมการเลี�ยงในครั �งแรก อยา่งไรกต็ามเป็นที�น่าสงัเกตว่าภายหลงัจากการปล่อย

ลกูปลาเพยีง 2 วนั ลกูปลาทดลองที�นํามาอนุบาลเพื�อปรบัสภาพกเ็ริ�มแสดงอาการปว่ยเหมอืนกบัการ

เตรยีมกระชงัในครั �งแรก แต่ความเสยีหายจะหนกัมากกว่า ซึ�งพบว่าในช่วงเวลาดงักล่าวปลาของ

เกษตรกรผูร้ว่มโครงการเอง รวมทั �งปลาของเกษตรกรที�เลี�ยงในพื�นที�อื�นทั �วประเทศประสบปญัหาการ

ตายในลกัษณะเดยีวกนั ผูว้จิยัจงึตดัสนิใจพกัและเตรยีมกระชงัใหมใ่หน้านขึ�น แลว้จงึทาํการอนุบาลลกู

ปลาใหมอ่กีครั �งในวนัที� 2 กุมภาพนัธ ์2552 ปรบัสภาพของลกูปลาประมาณ 2 สปัดาห ์จงึเริ�มใหอ้าหาร

ทดลอง 

 

  
 

ภาพที� 24 ลกัษณะของปลาทดลองที�แสดงความผดิปกตขิองโรคในระหว่างการเตรยีมอนุบาลในการ  

             ทดลองครั �งที� 1 และ 2 
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 เมื�อทาํการปรบัสภาพปลาทดลองใหคุ้้นเคยกบัสภาพการเลี�ยงแลว้เป็นเวลาประมาณ 10 วนั 

โดยระยะก่อนเริ�มการทดลองจะใหอ้าหารปกต ิจากนั �นจงึเริ�มใหอ้าหารทดลองตามแผนการทดลองที�วาง

ไว ้โดยกลุ่มแรกเป็นปลากลุ่มควบคุมที�ไมไ่ดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหาร และ

กลุ่มทดลองที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบั 0.5, 1.0 และ 3.0 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั (Control, T1, T2 และ T3 ตามลาํดบั) โดยจะใหอ้าหารทดลองในมื�อเชา้ของทุกวนั

เท่านั �น หลงัจากนั �นจงึเริ�มเกบ็ขอ้มลูทั �งคุณภาพนํ�าและปลาทุก ๆ 2 สปัดาห ์โดยทาํการเกบ็ขอ้มลู

ทั �งหมด 8 ครั �ง ที�อายกุารเลี�ยงปลาต่าง ๆ ตั �งแต่วนัที� 13 กุมภาพนัธ ์(อายกุารเลี�ยง 12 วนั),  26 

กุมภาพนัธ ์(อายกุารเลี�ยง 25 วนั), 13 มนีาคม (อายกุารเลี�ยง 40 วนั), 27 มนีาคม (อายกุารเลี�ยง 54 

วนั), 10 เมษายน (อายกุารเลี�ยง 68 วนั), 24 เมษายน (อายกุารเลี�ยง 82 วนั), 7 พฤษภาคม (อายกุาร

เลี�ยง 95 วนั) และ 22 พฤษภาคม (อายกุารเลี�ยง 110 วนั)   จนถงึในรอบปจัจบุนัไดท้าํการทดลองเสรจ็

สิ�นไปแลว้เมื�อวนัที�  22 พฤษภาคม 2552 โดยใชเ้วลาในการเลี�ยงตั �งแต่วนัที� 2 กุมภาพนัธ ์2552 จนถงึ

วนัที�  18 มถุินายน 2552 ใชเ้วลาทั �งสิ�น 137 วนั แต่การใชแ้บคทเีรยีโปรไบโอตคิ AQBS01 ผสมใน

อาหารไดส้ิ�นสุดลงเมื�อวนัที� 25 พฤษภาคม 2552 ซึ�งรวมระยะเวลาที�ปลาไดร้บัแบคทเีรยีเท่ากบั 110 วนั 

ซึ�งเรว็กว่าแผนที�กําหนดไวป้ระมาณ 10 วนั เนื�องจากเกษตรกรวางแผนจะขายผลผลติ แต่ในที�สุดกไ็ม่

สามารถขายไดเ้นื�องจากความไมพ่รอ้มของตลาด ทาํใหต้อ้งยดืเวลาการเลี�ยงออกไปอกี นอกจากนี�

ในช่วงระยะเวลาดงักล่าวคุณภาพนํ�าที�ไหลผ่านพื�นที�การเลี�ยงในแมนํ่�าท่าจนีเริ�มตํ�าลง โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง 

ค่า DO และความขุน่ของนํ�าที�ลดตํ�าลงมากตดิต่อกนัเป็นเวลานาน ทาํใหป้ลาที�เลี�ยงไมก่นิอาหารหรอืกนิ

บา้งเป็นบางครั �ง ซึ�งตอ้งทาํใหต้อ้งยดืระยะเวลาในการขายผลผลติออกไปถงึ 24 วนั ซึ�งพบว่าไดผ้ลดงันี�  

 

5.6.2.1 การเจริญเติบโต 

ในการศกึษาครั �งนี�ไดท้าํการประเมนิอตัราการเจรญิเตบิโตจาก นํ�าหนกั ความยาว อตัราการกนิ

อาหาร อตัราการเจรญิเตบิโตเฉลี�ยต่อวนั (Average Daily Gain: ADG) ของปลาในแต่ละช่วง และยงัมี

ดชันีประกอบอกี 3 ดชันีคอื อตัราการกนิอาหาร ความยาวของลาํไสแ้ละปรมิาณแบคทเีรยีที�พบในลาํไส้

ของปลา ซึ�งไดผ้ลการทดลองเป็นดงันี�  

 

5.6.2.1.1 นํ%าหนักของปลา 

ในส่วนของนํ�าหนกัปลา เมื�อเริ�มตน้ทดลองไดใ้ชป้ลานิลขนาด 50.74+3.31 กรมั ในการเลี�ยง

สาํหรบัทุก ๆ กลุ่ม และภายหลงัการทาํการสุ่มชั �งวดันํ�าหนกัและความยาวของปลาจาํนวนอยา่งน้อย 20 

ตวั ในช่วง เดอืนแรก และเมื�ออายกุารเลี�ยงของปลาเขา้สู่เดอืนที� 2 กจ็ะทาํการสุ่มเกบ็ขอ้มลูอยา่งน้อย 

กระชงัละ 10 ตวั ในปลาทดลองในทุก ๆ กลุ่ม พบว่าปลาที�เลี�ยงมอีตัราการเจรญิเตบิโต อยา่งรวดเรว็ 

โดยเฉพาะในช่วงสปัดาหท์ี� 4-6 และมแีนวโน้มของการเพิ�มขึ�นในทศิทางเดยีวกนั แต่กเ็ป็นที�น่าสงัเกตว่า

ในสปัดาหท์ี� 6 และ 8 ของการทดลอง ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารทุกกลุ่มมนํี�าหนกัตํ�ากว่า

กลุ่มควบคุมเลก็น้อย แต่กไ็มพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(P>0.05) โดยพบว่าที�ประมาณ 54 วนั 

นํ�าหนกัเฉลี�ยของปลาในทุกกลุ่มจะมคี่าเฉลี�ยอยูร่ะหว่าง 340-390 กรมั และยงัมแีนวโน้มเพิ�มขึ�นเรื�อย ๆ 



61 
 
จนถงึอายปุระมาณ 95 วนั หลงัจากนั �น ในวนัที� 110 ของการทดลองอตัราการเพิ�มของนํ�าหนกัปลาจะ

เริ�มคงที�โดยปลาตั �งแต่กลุ่มควบคุมจนถงึกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 3.0 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั มคี่าเท่ากบั 712.7+46.3,   769.1+54.0, 726.6+40.5 และ 725+16.7 กรมั ตามลาํดบั อยา่งไร

กต็าม ตลอดระยะเวลาของการทดลองในทุก ๆ ช่วง ไมพ่บความแตกต่างของนํ�าหนักปลาในแต่ละกลุ่ม

เลย (P>0.05) (ภาพที� 25)  

 

5.6.2.1.2 ความยาวของปลา 

ในส่วนค่าความยาวของปลาทดลองกม็แีนวโน้มเช่นเดยีวกบันํ�าหนกั ซึ�งพบว่ามคี่าความยาว

เพิ�มขึ�นอยา่งต่อเนื�องในช่วงระหว่างวนัที� 12 จนถงึ วนัที� 82 ซึ�งความยาวจะเริ�มคงที� อยูร่ะหว่าง 23-25 

เซนตเิมตร และเริ�มคงที�ต่อเนื�องไปถงึสิ�นสุดการทดลอง โดยที�อาย ุ110 วนั ปลาในแต่ละกลุ่มจะมคี่า

ความยาวเป็น 24.7+0.6, 24.0+0.5, 23.7+0.3 และ 24.5+2.0 ตามลําดบัโดยปลาในกลุ่มควบคุมจะมี

แนวโน้มของความยาวสงูกว่าปลาที�ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยีเลก็น้อย แต่อยา่งไรกต็ามกไ็มพ่บความ

แตกต่างกนัของค่าความยาวของปลาในแต่ละกลุ่มเช่นเดยีวกนักบันํ�าหนกัตลอดช่วงการเลี�ยง (P>0.05)  

(ภาพที� 26) 

  

 5.6.2.1.3 ปริมาณการกินอาหาร 

 เมื�อพจิารณาถงึปรมิาณอาหารที�ปลากนิในแต่ละกลุ่มทดลองพบว่า ในช่วงการเลี�ยงตั �งแต่วนัที� 

25 จนถงึวนัที� 54 (27 มนีาคม) ปลาในทุกกลุ่มทดลองมอีตัราการกนิอาหารที�เพิ�มขึ�นอยา่งรวดเรว็ และ

เท่า ๆ กนั โดยเมื�อวนัที� 54 ปลาในแต่ละกลุ่มกนิอาหารเท่ากนัที� 533.38 กโิลกรมั แต่เมื�อเขา้สู่สปัดาห์

แรกของเดอืนเมษายน อตัราการกนิอาหารจะเริ�มลดลงมากอยา่งรวดเรว็ ทั �งนี�อาจเป็นผลมาจากอุณหภมูิ

ของอากาศและนํ�าที�เพิ�มสงูขึ�นและคงตวัในระดบั ประมาณ 31-32 
๐
C กอปรกบันํ�าเริ�มเปลี�ยนสเีป็นสทีี�ขุน่

มากขึ�น ซึ�งหลงัจากนั �น อตัราการกนิอาหารของปลาในแต่ละกลุ่มกเ็ริ�มแตกต่างกนั แต่กไ็มม่ากนกั 

นอกจากนี�เมื�อเขา้สู่กลางเดอืนปลากเ็ริ�มทยอยตายเรื�อย ๆ ซํ�ายงักนิอาหารน้อยลงมาก และคงตวัไปถงึ

สิ�นสุดการทดลอง ในวนัที� 110 ซึ�งปลาในแต่ละกลุ่มมอีตัราการบรโิภคอาหารเฉลี�ยประมาณ 

617.31+5.37, 619.03+2.14, 618.19+1.77 และ 621+4.95 กโิลกรมั ตามลาํดบั ซึ�งกไ็มพ่บว่ามคีวาม

แตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใดทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) (ภาพที� 27) 

 

 5.6.2.1.4 อตัราการเจริญเติบโตต่อวนั 

 จากการสงัเกตค่าอตัราการเพิ�มนํ�าหนกัต่อวนัของปลาทดลองในแต่ละกลุ่มพบว่า ตั �งแต่เริ�มตน้

ทดลองปลาในทุกกลุ่มมแีนวโน้มของการเพิ�มนํ�าหนกัต่อวนัอยา่งรวดเรว็ในวนัที� 25 ถงึ 40 โดยเพิ�มจาก 

4.46+0.14, 4.92+0.24, 4.51+0.57 และ 4.62+2.82 เป็น 9.49+2.22, 8.30+1.34, 8.77+0.68 และ

8.63+2.89 กรมั/วนั ตามลาํดบั และสงูสุดในวนัที� 54 ของการเลี�ยง โดยมคี่าเป็น 9.94+4.31, 8.78+2.99, 

9.10+1.63 และ 11.56+1.58 กรมั/วนั ตามลาํดบั อยา่งไรกต็าม ในช่วงวนัที� 68 ของการเลี�ยง อตัราการ

เพิ�มของนํ�าหนกักม็แีนวโน้มลดตํ�าลง เรื�อย ๆ จนถงึที�สิ�นสุดการทดลองที� 110 วนั และยงัพบว่า ปลาใน
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กลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอตัรา 1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั  มอีตัราการเพิ�มของนํ�าหนกั น้อยกว่ากลุ่ม

ทดลองที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั  อยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) แต่กไ็ม่

แตกต่างจากกลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั  (P>0.05) ขณะที�

ช่วงเวลาอื�น ๆ ไมพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัของอตัราการเพิ�มนํ�าหนกัต่อวนัของปลาทดลองแต่อยา่งใด 

(ภาพที� 28) 

 

 5.6.2.1.5 ความยาวลาํไส้ของปลา 

เมื�อพจิารณาถงึค่าความยาวลาํไสข้องปลาทดลองในแต่ละกลุ่ม พบว่าความยาวลาํไสข้องปลามี

แนวโน้มเพิ�มสงูขึ�น ตามอายแุละขนาดของปลา นอกจากนี�ยงัพบขอ้มลูที�น่าสนใจ เช่นเดยีวกบัที�พบใน

การทดลองเบื�องตน้ โดยพบว่าในวนัที� 40, 54 และ 68 ของการเลี�ยง พบว่า ภายหลงัการใหอ้าหาร

ทดลอง ปลาทุกกลุ่มที�ไดร้บัอาหารแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ตั �งแต่ 0.5-3.0 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั และมคีวามยาวของลาํไสแ้ตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05) โดย

พบว่าในวนัที� 40 ปลาในกลุ่มตั �งแต่กลุ่มควบคุมจนถงึกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั  

มคีวามยาวลาํไสเ้ป็น 134.5+0.7, 169.3+16.6, 155.8+13.5 และ 153.2+13.5 เซนตเิมตร ตามลาํดบั ใน

วนัที� 54 ปลาในกลุ่มตั �งแต่กลุ่มควบคุมจนถงึกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั  มคีวาม

ยาวลาํไสเ้ป็น 121.5+27.6, 190.3+3.9, 185.5+17.1 และ 183.2+17.1 เซนตเิมตรตามลาํดบั และในวนัที� 

68 ปลาในกลุ่มตั �งแต่กลุ่มควบคุมจนถงึกลุ่ม T3 มคีวามยาวลาํไสเ้ป็น 139.5+17.7, 205.3+30.8, 

160.5+19.8 และ 189.7+19.8 เซนตเิมตรตามลาํดบั นอกจากนี�ในช่วงดงักล่าวกไ็มพ่บว่าปลาที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหารทุกกลุ่มจะความแตกต่างของความยาวลาํไสแ้ต่อยา่งใด (P>0.05) อยา่งไรกต็ามใน

วนัที� 82, 95 และ 110 ของการเลี�ยง ความยาวของลาํไสป้ลาในแต่ละกลุ่มมแีนวโน้มคงที� และไมพ่บ

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองแต่อยา่งใด (P>0.05) (ภาพที� 29)  

 

 5.6.2.1.6 ปริมาณแบคทีเรียทีพบในลาํไส้ 

 นอกเหนือจากดชันีที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจรญิเตบิโตอื�นแลว้ ในการศกึษาครั �งนี�ยงัทาํการตรวจ

ประเมนิจาํนวนแบคทเีรยีในลาํไสข้องปลาทดลอง โดยการนบัจาํนวนของแบคทเีรยีทั �งหมด โดยใชว้ธิ ี

Total plate count ซึ�งพบว่าภายหลงัจากที�ใหอ้าหารทดลองไปแลว้ในวนัที� 12 ปลาในกลุ่มที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่า Log ของแบคทเีรยีทั �งหมดใน

ลาํไสต่้อกรมัแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิกบักลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน

อตัรา 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั (P<0.05) โดยมคี่าเป็น 9.20+0.10, 9.41+0.45, 8.71+0.37, 8.79+0.59 

CFU/กรมั นอกจากนี�ระหว่างการทดลองในวนัที� 25 ปรมิาณของแบคทเีรยีทั �งหมดในลาํไสข้องปลาใน 

T3 มแีนวโน้มลดลงต่างจากกลุ่มอื�นอยา่งมนียัสาํคญั (P<0.05) แต่กถ็อืว่าไมม่ากนกั นอกจากนี�ยงัพบว่า

หลงัจากวนัที� 25 ของการเลี�ยงเป็นตน้ไป ปรมิาณแบคทเีรยีในลาํไสม้แีนวโน้มคงที�ไปตลอดระยะเวลา

ของการทดลอง และไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถติขิองปรมิาณแบคทเีรยีระหว่างกลุ่มทดลองแต่อยา่ง

ใด (ภาพที� 30)  
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ภาพที� 25 นํ�าหนกัของปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหาร  

   ในระดบัต่าง ๆ  

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

  
ภาพที� 26 ความยาวมาตรฐานของปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์ 

   AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

Experimental date 

Experimental date 
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ภาพที� 27 ปรมิาณอาหารที�ใหเ้ฉลี�ยในแต่ละกลุ่มตลอดการทดลอง  

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

 
ภาพที� 28 อตัราการเพิ�มของนํ�าหนกัต่อวนัของปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สาย 

   พนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ อกัษรภาษาองักฤษที�กํากบับนแท่งกราฟที�แตกต่าง  

   กนัแสดงว่าแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05)  

Experimental date 
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ภาพที� 29 ความยาวของลาํไสข้องปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์ 

   AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ อกัษรภาษาองักฤษที�กํากบับนแท่งกราฟที�แตกต่าง  

   กนัแสดงว่าแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05)  

 
 

ภาพที� 30 Log bacterial number ในลาํไสข้องปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สาย 

   พนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ อกัษรภาษาองักฤษที�กํากบับนแท่งกราฟที�แตกต่าง  

   กนัแสดงว่าแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05)  

Experimental date Experimental date 

Experimental date 
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นอกจากปรมิาณแบคทเีรยีทั �งหมดแลว้ ผูว้จิยัยงัไดท้าํการประเมนิปรมิาณแบคทเีรยีในลาํไสโ้ดย

ผ่านกระบวนการ Heat-shock และ Cold-shock พบว่าปลาทดลองในทุกกลุ่มจะมแีนวโน้มของปรมิาณ

แบคทเีรยีมปีรมิาณเพิ�มสงูขึ�นเรื�อย ๆ ตั �งแต่วนัที� 12 ของการเลี�ยง ไปจนถงึวนัที� 54 พบว่าในช่วงตั �งแต่

วนัที� 12 จนถงึวนัที� 40 ของการเลี�ยง ไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติใินทุกช่วงเวลาของการทดลอง 

อยา่งไรกต็าม ในวนัที� 54 ของการเลี�ยง กลุ่มของปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ T1-T3 แตกต่าง

จากกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิโดยม ีLog จาํนวนของแบคทเีรยีเป็น 7.87+0.29, 7.63+0.21 

และ 7.38+0.49 หน่วย ตามลาํดบั ขณะที�กลุ่มควบคุมกลบัมคี่าตํ�าลงเหลือ 4.08+0.15 เท่านั �น อยา่งไรก็

ตาม เมื�อเขา้สู่วนัที� 68 ของการเลี�ยง ปรมิาณแบคทเีรยีในลาํไส ้ที�ผ่านกระบวนการ Heat-shock และ 

Cold-shock จะลดตํ�าลงเหลอืใกลเ้คยีงกนัมาก ในระดบั Log 2-3 และมแีนวโน้มคงที�เช่นนี�ไปจนถงึสิ�นสุด

การทดลอง และไมพ่บความแตกต่างกนัทางสถติขิองจาํนวนแบคทเีรยีในช่วงนี�เลย แต่อยา่งใด (P<0.05) 

(ภาพที� 31) 

 

 
ภาพที� 31 Log bacterial number ในลาํไส ้ที�ผ่านการทาํ Heat shock-Cold shock ของปลาทดลองภาย 

   หลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ เครื�องหมาย 

   ดอกจนัทรเ์หนือขอ้มลูบนเสน้กราฟ วนัที� 27 มนีาคม แสดงถงึความแตกต่างกนัอยา่งมี 

   นยัสาํคญัทางสถติริะหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม (P<0.05)  
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 5.6.2.1.7 ผลผลิตและอตัราการตายของปลา 

 

5.6.2.1.7.1 อตัราการตายของปลา 

การศกึษาในส่วนนี�เกษตรกรผูร้ว่มโครงการจะทาํการเกบ็และบนัทกึขอ้มลูทุก ๆ วนั จนสิ�นสุด

การทดลอง และจากการสงัเกตจาํนวนของปลาที�ตายพบว่า ในช่วงระหว่างการทดลองตั �งแต่ เริ�มตน้การ

ทดลองจนถงึก่อนวนัที� 3 เมษายน ยงัไมพ่บว่าปลาที�เลี�ยงอยูแ่สดงความผดิปกตหิรอือาการปว่ยที�รนุแรง

ใหเ้หน็ โดยในช่วงแรกปลาในแต่ละกลุ่มจะมอีตัราการตายอยูใ่นช่วง 4-5 ตวั/กลุ่มทดลองเท่านั �น ในส่วน

นี�จงึเป็นหลกัฐานที�สาํคญัว่าการเสรมิแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

ไมไ่ดส้่งผลใหเ้กดิความผดิปกตหิรอืการตายเกดิขึ�นระหว่างการทดลองเช่นเดยีวกบัที�พบก่อนหน้านี� 

อยา่งไรกต็ามเมื�อเขา้สู่วนัที� 3 เมษายน (วนัที� 61 ของการเลี�ยง) ปลาในกลุ่มควบคุมจะเริ�มตายใหเ้หน็

ตามดว้ยกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั โดยไมแ่สดงความผดิปกตภิายนอกใหเ้หน็

และอตัราการตายของปลา 2 กลุ่มนี�จะสงูขึ�นอยา่งรวดเรว็ ในช่วงวนัที� 10 เมษายน จนถงึวนัที� 24 ของ

เดอืนเดยีวกนั จากระดบั 0.27+0.19%(1.67 ตวั) ไปเป็น 16.99+3.28% (105.34 ตวั) ในปลากลุ่ม

ควบคุม และจากระดบั 1.24+2.0% (7.69 ตวั) ไปเป็น 23.87+5.70% (147.99 ตวั) ของปลาในกลุ่มที�

ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ขณะที�ช่วงระยะเวลาดงักล่าวปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี

ในอาหาร 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ยงัไมแ่สดงอาการผดิต ิแต่มกีารตายในอตัราที�น้อยมาก 

(ภาพที� 32) 

 

นอกจากนี�ยงัพบว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั แสดงอตัราการ

ตายลดลงทนัท ีหลงัจากวนัที� 24 ของเดอืนเมษายน และมแีนวโน้มคงที�ไปจนถงึวนัสุดทา้ยของการ

ทดลอง คอืวนัที� 25 พฤษภาคม 2552 ต่อเนื�องไปถงึวนัเกบ็เกี�ยวผลผลติ ในวนัที� 18 มถุินายน 2552 

โดยมอีตัราการตายสะสมสุดทา้ยของปลา ณ วนัเกบ็เกี�ยวผลผลติเป็น 27.31+4.43% ขณะที�กลุ่มควบคุม 

ยงัคงมแีนวโน้มตายต่อเนื�องจนถงึวนัที� 3 มถุินายน โดยมอีตัราการตายสะสมเป็น 21.72+3.54% และ

อตัราการตายยงัคงที�ไปเรื�อย ๆ จนถงึวนัที� 7 พฤษภาคม อตัราการตายกเ็พิ�มสงูขึ�นอกีครั �งจาก 

20.91+2.59% เป็น 29.57+5.87% (ภาพที� 32) 

 

เป็นที�น่าสงัเกตว่าช่วงเวลาดงักล่าวปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี ในอาหาร 1.0 และ 3.0 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั ยงัไมแ่สดงอตัราการตายเป็นจาํนวนมากใหเ้หน็แต่อยา่งใด อยา่งไรกต็ามในช่วงวนัที� 

18 เมษายน ประมาณ 2 สปัดาหห์ลงัจากพบการตายของปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 

0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

เริ�มแสดงอาการตายใหเ้หน็บา้งแต่ยงัไมร่นุแรงมากนกัในระดบั 0.97+1.26% และ 0.48+0.16% 

ตามลาํดบั แต่เมื�อเขา้สู่วนัที� 22 เมษายน ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 3.0 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั เริ�มมอีตัราการตายเพิ�มสงูขึ�นอยา่งรวดเรว็เป็นอยา่งมากบา้ง จนถงึวนัที� 9 พฤษภาคม จาก
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ระดบั 0.70+0.25% ไปเป็น 20.05+5.92% และมแีนวโน้มคงที�ไปเรื�อย ๆ และสงูขึ�นเลก็น้อยเป็น 

23.33+5.53 ในวนัเกบ็เกี�ยวผลผลติ (ภาพที� 32)  

 

ส่วนกลุ่มปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 1.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั 

อตัราการตายจะเพิ�มขึ�นเลก็น้อยจากวนัที� 18 เมษายน จนถงึวนัที� 30 เมษายน ซึ�งมอีตัราการตายสะสม

เป็น 1.02+1.21% อยา่งไรกต็ามหลงัจากวนัที� 30 ปลาในกลุ่มนี�กลบัมอีตัราการตายสงูขึ�นอยา่งรวดเรว็ 

จนถงึวนัที� 16 พฤษภาคม โดยมอีตัราการตายเป็น 19.30+2.19 แลว้หลงัจากนั �นอตัราการตายจะเริ�ม

คงที�และสงูขึ�นเลก็น้อยในวนัเกบ็เกี�ยวผลผลติโดยมอีตัราการตายสะสมเป็น 20.86+1.97% (ภาพที� 32) 

 

 เมื�อนําค่าอตัราการตายสะสมของปลาในแต่ละกลุ่มและแต่ละช่วงของการเกบ็ขอ้มลูมาทาํการ

วเิคราะหค์วามแปรปรวนและเปรยีบเทยีบค่าเฉลี�ย พบว่าจะพบความแตกต่างของอตัราการตายสะสม

ของปลาทดลองในวนัที� 82 ของการทดลอง (วนัที� 24 เมษายน) เท่านั �น โดยพบว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บั 

แบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 1.0 และ 3.0  กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่าอตัราการตายสะสมน้อยกว่ากลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) 

(ภาพที� 33) ส่วนในวนัที� 68 ของการทดลอง (10 เมษายน) ถงึแมว้่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 1.0 

และ 3.0  กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมคี่าตํ�ากว่า กลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 

1 กโิลกรมั อยูม่ากพอสมควรแต่กไ็มพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05) 

เนื�องจาก กลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่าความแปรปรวนที�สงูมาก เนื�องจาก 1 

ใน 3 กระชงั ในกลุ่มเดยีวกนั มอีตัราการตายที�แตกต่างกบักระชงัอื�นมาก (ภาพที� 33)      

 



69 
 

 
ภาพที� 32 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองเป็นเปอรเ์ซน็ต์หลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สาย 

             พนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ  

 
 

ภาพที� 33 อตัราการตายสะสมของปลาทดลองเป็นเปอรเ์ซน็ต์หลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus สาย 

   พนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ ณ เวลาการเกบ็ขอ้มลู อกัษรภาษาองักฤษที�กํากบั  

   บนแท่งกราฟที�แตกต่างกนัแสดงว่าแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P<0.05)  

 0.5 g/Kg diet 
1.0 g/Kg diet 
3.0 g/Kg diet  

Experimental date 

Experimental date 
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 5.6.2.1.7.2 ข้อมลูผลผลิต 

  

 5.6.2.1.7.2.1 อตัราการรอดตาย 

 จากผลการทดลองที�วนัเกบ็เกี�ยวผลผลติพบว่าจาํนวนปลาที�เหลอืรอด ของปลาทดลองตั �งแต่

กลุ่มควบคุมจนถงึปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5-3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่าเท่ากบั 

436.67+36.36, 450.67+27.47, 490.67+12.22 และ 475.33+28.09 ตวั โดยคดิเป็นอตัราการรอดตาย

เท่ากบั 70.38, 72.69, 79.14 และ 76.67% ตามลาํดบั ซึ�งเมื�อนําค่าดงักล่าวไปทดสอบสถติแิลว้พบว่าค่า

สงัเกตดงักล่าวไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P>0.05) (ตารางที� 2) 

 5.6.2.1.7.2.2 ผลผลิตปลาที�ได้ 

 เมื�อพจิาณาถงึนํ�าหนกัปลาในแต่ละกลุ่มที�สิ�นสุดการทดลอง พบว่านํ�าหนกัของปลาทดลองตั �งแต่

กลุ่มควบคุมจนถงึปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร T1-T3 มคี่าเท่ากบั 316.47+11.02, 

320.93+28.07, 342.40+9.26 และ 348.13+20.75 กโิลกรมั ตามลาํดบั แต่กไ็มพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนั

ทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05) (ตารางที� 2)
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5.6.2.1.7.2.3 อตัราการแลกเนื%อ (FCR) 

และเมื�อพจิาณาถงึ ค่า FCR ของปลาในแต่ละกลุ่มที�สิ�นสุดการทดลอง พบว่าค่า FCR ของปลาทดลอง

ตั �งแต่กลุ่มควบคุมจนถงึปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ 0.5-3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่า

เท่ากบั 1.93+0.12, 1.91+0.09, 1.80+0.17 และ 1.78+0.14 ตามลาํดบั (ตารางที� 2) 

 

5.6.2.1.7.2.4 รายได้ 

ในส่วนของรายไดท้ี�ยงัไมห่กัค่าใชจ้า่ยจากการขายปลา พบว่าเงนิที�เกดิจากการขายปลาไดจ้ากนํ�าหนกั

ปลารวมทั �งหมด 3,983.8 กโิลกรมั จากปลาทุกกลุ่มสามารถขายไดเ้ป็นเงนิทั �งสิ�น 195,150.3 บาท โดยขายใน

ราคาประกนักโิลกรมัละ 48.986 บาท โดยจาํนวนเงนิเฉลี�ยที�ขายไดจ้ากปลาในแต่ละกลุ่มตั �งแต่กลุ่มควบคุม

จนถงึปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร T1-T3 มคี่าเท่ากบั 15,502.44+539.59, 15,721.24+1,375.11, 

16,772.81+453.54  และ17,053.66+1,016.57 บาทตามลาํดบั อยา่งไรกต็ามกไ็มพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนั

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05)  
(ตารางที� 2)  

 

5.6.2.8 ข้อมลูคณุภาพนํ%า 

ในการศกึษาครั �งนี�นอกจากพารามเิตอรท์ี�เกี�ยวขอ้งกบัตวัปลาแลว้ ผูว้จิยัยงัไดว้างแผนเกบ็ขอ้มลูของ

คุณภาพนํ�าระหว่างการเลี�ยง เพื�อใชใ้นการเป็นขอ้มลูในการจดัการและหาความสมัพนัธข์องคุณภาพนํ�ากบัการ

เกดิโรค ในนํ�าของแต่ละกระชงั โดยทาํการเกบ็และวเิคราะหค์ุณภาพนํ�า ทั �งสิ�น 9 พารามติเตอร ์ซึ�งไดแ้ก่  

- ออกซเิจนละลาย   

- ความเป็นด่าง  

- ความเป็นกรด-ด่าง  

- แอมโมเนีย  

- ไนไตรท ์ 

- ค่าความโปรง่แสง 

- ค่าความนําไฟฟ้า 

- อุณหภมู ิ

- ปรมิาณแบคทเีรยีทั �งหมดในนํ�า 
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5.6.2.8.1 ความเป็นกรด-ด่าง 

ความเป็นกรด-ด่าง ของนํ�าในกระชงัในแหล่งเลี�ยงมคีวามคงที�เคลื�อนตวัเปลี�ยนแปลงในช่วงแคบ ๆ อยู่

ในช่วงตั �งแต่ 6.9-7.3 ตั �งแต่เริ�มการทดลองไปจนถงึวนัที� 68 ของการเลี�ยง และในวนัที� 82 ของการเลี�ยง ค่า

ความเป็นกรด-ด่างของนํ�าขยบัสงูขึ�นอยูใ่นช่วง 7.4 และกลบัตํ�าลงเรื�อย ๆ ในวนัที� 95 และ 110 ของการเลี�ยง 

โดยเฉพาะในวนัที� 110 ระดบัความเป็นกรด-ด่าง ถอืว่ามคี่าตํ�าที�สุด โดยมคี่าเฉลี�ยเมื�อวดัในกระชงัทดลอง อยูท่ี�  

6.84+0.01, 6.81+0.02, 6.86+0.02 และ 6.85+0.02 ตามลาํดบั ซึ�งเมื�อพจิารณาแลว้ยงัถอืว่าความเป็นกรด-ด่าง 

ในพื�นที�การเลี�ยงยงัอยูใ่นเกณฑท์ี�เมาะสมสาํหรบัการเลี�ยงสตัวนํ์�าโดยทั �วไป และยงัพบว่าตลอดระยะเวลาการ

เลี�ยงไมพ่บว่าค่าความเป็นกรด-ด่างที�วดัไดใ้นแต่ละกลุ่ม มคีวามแตกต่างกนัทางสถติติลอดการทดลองเช่นกนั 

(P>0.05) (ภาพที� 34)  

 

5.6.2.8.2 ปริมาณออกซิเจนที�ละลายในนํ%า 

จากการตรวจวดัระดบัปรมิาณ ออกซเิจนที�ละลายในนํ�ากพ็บว่าในช่วง วนัที� 11-25 ของการเลี�ยงซึ�งเป็น

ระยะแรก ๆ ของการทดลองปรมิาณของออกซเิจนละลายในนํ�าบรเิวณกระชงัทดลองมคี่าค่อนขา้งตํ�า ในช่วง 

4.1-4.5 มลิลกิรมั/ลติร เหมอืนกนัในทุกกลุ่มทดลอง ที�เป็นเช่นนี�เพราะนํ�าในบริเวณแหล่งเลี�ยง จะไหลเคลื�อนตวั

ชา้ ๆ แต่ระดบัดงักล่าวกไ็มไ่ดส้่งผลต่อปลามากนกั เนื�องจากจะสามารถสงัเกตเหน็การกนิอาหารของปลาที�เป็น

ปกตอิยูแ่ละอตัราการบรโิภคออกซเิจนของปลายงัมน้ีอยเนื�องจากปลายงัมขีนาดเลก็ และระดบัดงักล่าวกย็งัอยู่

เหนือเกณฑท์ี�ปลาตอ้งการเลก็น้อย แต่เมื�อเขา้สู่วนัที� 40, 54 และ 68 ของการทดลอง ค่าปรมิาณออกซเิจน

ละลายของในบรเิวณทดลองจะเพิ�มสงูขึ�นอยูใ่นช่วง 5.8-6.2 มลิลกิรมั/ลติร เนื�องจากนํ�าในแมนํ่�าท่าจนีเริ�มมกีาร

ไหลเวยีนดขีึ�น โดยสามารถสงัเกตจากสแีละการไหลของนํ�าที�ไมขุ่น่นกั ซึ�งปรมิาณออกซเิจนละลายในระดบั

ดงักล่าวอยูใ่นเกณฑท์ี�เหมาะสมมากต่อการเจรญิเตบิโตของสตัวนํ์�าโดยทั �วไป ทาํใหใ้นช่วงนี�เป็นช่วงที�ปลากนิ

อาหารและมอีตัราการเจรญิเตบิโตเรว็และดมีาก อยา่งไรกต็ามเมื�อเขา้สู่วนัที�  82 ของการเลี�ยง ปรมิาณ

ออกซเิจนละลายในนํ�ากลบัเริ�มลดตํ�าลงอยูใ่นช่วงประมาณ 5.0 มลิลกิรมั/ลติร และลดตํ�าลงเรื�อย ๆ ในวนัที� 95 

และ 110 ของการเลี�ยง โดยเฉพาะวนัที� 110 ปรมิาณออกซเิจนละลายของนํ�าในพื�นที�การเลี�ยงจะลดลงตํ�าสุด

เหลอืเพยีง ประมาณ 1.0 มลิลกิรมั/ลติร เท่านั �น ซึ�งระดบัดงักล่าวถอืว่าอยูใ่นระดบัวกิฤตทิี�ตํ�ากว่า 3.0 มลิลกิรมั/

ลติร ส่งผลใหป้ลาทดลองหยดุกนิอาหารทนัที� โดยปรมิาณออกซเิจนในนํ�ายงัมแีนวโน้มคงที�ในระดบัประมาณ 

0.8-1.2 อยูเ่ป็นเวลานานจนถงึวนัเกบ็เกี�ยวผลผลติ ทาํใหป้ลาทดลองทุกกลุ่มไมก่นิอาหารเลยหรอืกนิน้อยมาก

ในช่วงดงักล่าว แต่กเ็ป็นที�น่าสงัเกตว่า ไมพ่บการลอยหวัของปลาแต่อยา่งใดแต่ปลาจะมกีารปรบัตวัอยูน่ิ�ง ๆ ใน

นํ�าและไมม่กีารตอบสนองต่อการใหอ้าหารน้อยมาก ส่งผลต่ออตัราการเจรญิเตบิโตอยา่งมากโดยพบว่านํ�าหนกั

ของปลาเริ�มคงที�หรอืลดลงในช่วงทา้ย ๆ ของการเลี�ยง และจากทดสอบทางสถติไิมพ่บว่าค่าปรมิาณออกซเิจน

ละลายในนํ�าของแต่ละกระชงัมคีวามแตกต่างกนัทางสถติใินทุกช่วงของการทดลอง (P>0.05) (ภาพที� 35) 
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5.6.2.8.3 ค่าความนําไฟฟ้า ความโปร่งใสและปริมาณแอมโมเนียในนํ%า  

นอกจากนี�ยงัทาํการวเิคราะหค์่าความนําไฟฟ้าในนํ�าที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลอง ซึ�งพบว่าค่าความนําไฟฟ้า

ของแหล่งนํ�าดงักล่าวมคี่าเพิ�มสงูขึ�นจากวนัที� 11, 25 และ 40 ของการทดลอง จากระดบัประมาณ 194 �S/cm 

– 208 �S/cm และคงที�ในวนัที� 54 ของการทดลอง อยา่งไรกต็ามในวนัที� 68, 82 และ 95 ความนําไฟฟ้าของ

นํ�าในแหล่งเลี�ยงจะขยบัสงูขึ�นกว่าก่อนหน้าและคงที�จนถงึ วนัที� 95 ของการเลี�ยง โดยจะมคี่าความนําไฟฟ้าอยู่

ประมาณ 210 �S/cm  นอกจากนี�ยงัพบว่าในวนัที� 110 ของการเลี�ยง ค่าความนําไฟฟ้าของนํ�ากล็ดลงอกีครั �ง

อยูใ่นระดบั 200 �S/cm ซึ�งตลอดระยะเวลาของการทดลองไมพ่บว่าค่าความนําไฟฟ้าของนํ�าในแหล่งเลี�ยงจะ

อยูใ่นช่วงอนัตรายต่อสตัวนํ์�าและไมพ่บว่านํ�าในแต่ละกลุ่มการทดลองจะมคี่าความนําไฟฟ้าแตกต่างกนัอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงของการเกบ็ขอ้มลู (P>0.05) (ภาพที� 36)  

 

เมื�อพจิารณาถงึค่าความโปรง่ใสของนํ�า ซึ�งจะมคีวามสอดคลอ้งกบัคุณภาพนํ�าตวัอื�น ๆ อยา่งเหน็ไดช้ดั 

โดยจะพบว่าในช่วงแรก ๆ ของการทดลอง นํ�าในพื�นที�ดงักล่าวจะมคี่าความโปรง่ใสค่อนขา้งตํ�า โดยมคี่า

ใกลเ้คยีงกนัที�ประมาณ 40-45 เซนตเิมตร เนื�องจากในช่วงดงักล่าวไมม่มีวลนํ�าไหลผ่าน ทาํใหนํ้�าในบรเิวณ

ดงักล่าวมสีขีาวขุน่ อยา่งไรกต็ามในช่วงวนัที� 25 และ 40 ของการเลี�ยง ความโปรง่ใสของนํ�าจะมคี่าสงูขึ�นอยู่

ในช่วงประมาณ 49-50 เซนตเิมตรและคงตวัต่อไปจนถงึวนัที� 40 หลงัจากนั �น ความโปรง่แสงของนํ�าจะมี

แนวโน้มลดลงเรื�อย ๆ โดยเฉพาะในวนัที� 110 ของการเลี�ยง ค่าความโปรง่แสงของนํ�าที�วดัไดม้คี่าลดลงตํ�ามาก

เหลอืเพยีง ประมาณ 15 เซนตเิมตรเท่านั �น ทั �งนี�อาจเป็นผลมาจากมกีารปล่อยนํ�าจากคลองระบายนํ�าซึ�งรบันํ�า

จากพื�นที�การเพาะปลกูของเกษตรกรลงในแมนํ่�าท่าจนี จนเป็นผลใหนํ้�ามสีแีดงถงึขาวขุน่มาก และจากการ

วเิคราะหข์อ้มลูทางสถติขิองนํ�าที�ไดจ้ากกลุ่มทดลองกไ็มพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใด (ภาพที� 

37)  

 

นอกจากพารามเิตอรข์องนํ�าทางดา้นเคมแีละกายภาพอื�นแลว้ ผูว้จิยัยงัไดท้าํการวเิคราะหค์ุณภาพนํ�า

ทางเคมทีี�สาํคญัหลายชนิด เช่น ปรมิาณแอมโมเนียทั �งหมดในนํ�า ซึ�งพบว่าในช่วงแรกของการทดลองที� วนัที� 

11 ปรมิาณแอมโมเนียทั �งหมดในนํ�ามคี่าอยูใ่นช่วง 0.16-0.22 มลิลกิรมั NH3-N/ลติร ซึ�งเป็นระดบัความเขม้ขน้ที�

ปลอดภยัต่อสตัวนํ์�าโดยทั �วไป อยา่งไรกต็ามในวนัที� 11 และ 25 ของการเลี�ยง ปรมิาณแอมโมเนียทั �งหมดในนํ�า 

มแีนวโน้มลดลงเรื�อย ๆ และสงูขึ�นเลก็น้อยในวนัที� 54 โดยพบว่ามคี่าใกลเ้คยีงกนัอยูท่ี� 0.12-0.14 มลิลกิรมั 

NH3-N/ลติร ซึ�งพบว่าไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05) อยา่งไรกต็ามปรมิาณแอมโมเนียของ

นํ�ามแีนวโน้มที�เพิ�มสงูขึ�นในวนัที� 68 ของการเลี�ยงและเริ�มคงที�ไปจนถงึสิ�นสุดการทดลอง โดยในวนัที� 110 ของ

การเลี�ยงปรมิาณแอมโมเนียในนํ�าที�เกบ็ไดจ้ากในแต่ละกลุ่มมคี่าเท่ากบั 0.17+0.02, 0.15+0.02, 0.20+0.03 

และ 0.19+0.01  มลิลกิรมั NH3-N/ลติร ตามลาํดบั ซึ�งตลอดระยะเวลาการทดลองความเขม้ขน้ของแอมโมเนียที�

วดัไดถ้อืว่ามคี่าตํ�ามากและปลอดภยัต่อการเลี�ยงสตัวนํ์�าโดยทั �วไป และไมพ่บความแตกต่างกนัของปรมิาณ

แอมโมเนียจากนํ�าในพื�นที�ทดลองทางสถติใินทุกช่วงของการทดลอง (ภาพที� 38) 
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ภาพที� 34 ความเป็นกรด-ด่างของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

 
ภาพที� 35 ปรมิาณออกซเิจนละลายของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

Experimental date 

Experimental date 
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ภาพที� 36 ค่าความนําไฟฟ้าของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

 
ภาพที� 37 ค่าความโปรง่แสงของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

Experimental date 

Experimental date 
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ภาพที� 38 ปรมิาณแอมโมเนียของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

 
ภาพที� 39 ปรมิาณไนไตรทข์องนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P>0.05) 

Experimental date 

Experimental date 
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5.6.2.8.4 ปริมาณไนไตรทใ์นนํ%า 

นอกจากปรมิาณแอมโมเนียทั �งหมดในนํ�าแลว้ ในการศกึษาครั �งนี�ยงัไดท้าํการตรวจวดัระดบัไนไตรทใ์น

นํ�าในพื�นที�การเลี�ยงดว้ย โดยพบว่าความเขม้ขน้ของไนไตรทต์ลอดการทดลองจะมคี่าอยูใ่นช่วงตํ�ามาก ในทุก

กลุ่มทดลอง โดยเมื�อเริ�มตน้ทดลอง ปรมิาณไนไตรทข์องนํ�ามคี่าอยูใ่นระดบัประมาณ 0.006-0.009 มลิลกิรมั

NO2-N/ลติร และยงัมคี่าตํ�าคงที�ไปจนถงึ วนัที� 68 ของการเลี�ยง ซึ�งพบว่ามคี่าอยูใ่นช่วง 0.006-0.007 มลิลกิรมั

NO2-N/ลติร ซึ�งไมม่คีวามแตกต่างระหว่างชุดการทดลองแต่อยา่งใด อยา่งไรกต็ามปรมิาณไนไตรทก์ข็ยบัเพิ�ม

สงูขึ�นหลายเท่าและสงูสุดในวนัที� 82 และ 110 ของการเลี�ยงโดยมคี่าอยูร่ะหว่าง 0.030-0.035 แต่ระดบัความ

เขม้ขน้ของไนไตรทด์งักล่าวถอืว่าตํ�ามากและเป็นพษิต่อสตัวนํ์�าโดยทั �วไป (ภาพที� 39) 

 

5.6.2.8.5 ค่าความเป็นด่าง 

เมื�อพจิารณาถงึค่าความเป็นด่างของนํ�า พบว่าในวนัที� 11 ของการเลี�ยงปรมิาณความเป็นด่างของนํ�าใน

แหล่งเลี�ยงมคี่าอยูใ่นช่วง 85-90 มลิลกิรมั/ลติร as CaCO3 ซึ�งเป็นค่าที�เหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของสตัวนํ์�า

โดยทั �วไป อยา่งไรกต็ามในสปัดาหท์ี� 4-8 ปรมิาณความเป็นด่างจะมคี่าลดลงเลก็น้อยจนถงึวนัที� 54 ของการ

เลี�ยง ซึ�งมคี่าใกลเ้คยีงกนัอยูร่ะหว่าง 81-83 มลิลกิรมั/ลติร as CaCO3 ซึ�งตลอดระยะเวลาของการทดลองค่า

ความเป็นด่างของนํ�าในพื�นที�การเลี�ยงถอืว่ามกีารเคลื�อนตวัในช่วงแคบ ๆ ในระดบั  80-90 มลิลกิรมั/ลติร as 

CaCO3 ซึ�งถอืว่ามคีวามเหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของสตัวนํ์�าโดยทั �วไป และยงัไมพ่บว่าค่าความเป็นด่างที�

วดัไดใ้นแต่ละกลุ่มในแต่ละช่วงของการทดลองมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (P>0.05) (ภาพที� 

40) 

 

5.6.2.8.6 ค่าความกระด้างของนํ%า 

ในส่วนของระดบัความกระดา้งของนํ�าในพื�นที�เลี�ยง จะพบว่ามคี่าใกลเ้คยีงกบัปรมิาณความเป็นด่าง 

โดยมคี่าคงที�ตั �งแต่วนัที� 11 จนถงึวนัที� 95 ของการเลี�ยง และมคี่าใกลเ้คยีงกนัมากในทุกกลุ่มทดลอง โดยพบว่า

มคี่าอยูร่ะหว่างประมาณ 74-77 มลิลกิรมั/ลติร as CaCO3 (ภาพที� 41) ซึ�งค่าดงักล่าวเป็นค่าที�มคีวามเหมาะสม

กบัการเจรญิของสตัวนํ์�าโดยทั �วไป อยา่งไรกต็ามเป็นที�น่าสงัเกตว่าในวนัที� 110 ของการเลี�ยง ค่าความกระดา้ง

ของนํ�าในแหล่งเลี�ยงมคี่าลดลงอยา่งมาก โดยนํ�าในแต่ละกลุ่มที�วดัไดม้คี่าความกระดา้งอยูท่ี�  60.67+1.53, 

60.33+0.58, 61.33+0.58 และ  63.67+2.08 ทั �งนี�น่าจะเป็นผลมาจากมวลนํ�าใหมท่ี�มคีวามขุน่สงูและมคีวาม

กระดา้งที�ตํ�ากว่า ไหลเวยีนเขา้มาในพื�นที�แหล่งเลี�ยงอยา่งต่อเนื�อง อยา่งไรกต็ามเมื�อพจิารณาถงึเกณฑค์วาม

เหมาะสมแลว้พบว่าค่าความกระดา้งดงักล่าวถอืว่าอยูใ่นระดบัที�ไมว่กิฤตทิี�จะส่งผลต่อสตัวนํ์�าได ้นอกจากนี�กไ็ม่

พบว่าที�ช่วงเวลาต่าง ๆ ที�ทาํการตรวจวดัระดบั ค่าความกระดา้งที�ไดจ้ากนํ�าในกลุ่มต่าง ๆ มคีวามแตกต่างกนั

ทางสถติแิต่อยา่งใด (ภาพที� 41) 
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ภาพที� 40 ค่าความเป็นด่างของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 
 

 
ภาพที� 41 ค่าความกระดา้งของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บัแบคทเีรยี  

    Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

Experimental date 

Experimental date 
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5.6.2.8.7 ปริมาณแบคทีเรียทั %งหมดในนํ%า 

นอกเหนือจากพารามเิตอรข์องนํ�าทางเคมแีละกายภาพแลว้ การวจิยัในครั �งนี�ยงัไดท้าํการตรวจสอบ

ระดบัความหนาแน่นของแบคทเีรยีทั �งหมดในนํ�าในพื�นที�กระชงัที�เลี�ยง โดยการใชเ้ทคนิค Total bacterial count 

(TBC) ซึ�งเป็นดชันีทางชวีภาพที�สาํคญัอกีดชันีหนึ�ง ซึ�งจากการศกึษาพบว่าในแรกของการเลี�ยง ปรมิาณของ

แบคทเีรยีในนํ�าทั �งหมดจะมคี่าอยูร่ะหว่าง 4.6-5.0 Log bacterial number และพบว่ามกีารเปลี�ยนแปลงค่อนขา้ง

คงที�ไปจนถงึสิ�นสุดการทดลอง โดยมคี่าอยูร่ะหว่าง 4-6 Log bacterial number ซึ�งกไ็มพ่บว่าปรมิาณของ

แบคทเีรยีในทุกช่วงของการทดลองมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติแิต่อยา่งใด (P>0.05) (ภาพที� 

42) 

 

 
ภาพที� 42 ปรมิาณของแบคทเีรยีทั �งหมดของนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บั  

    แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

Experimental date 
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ภาพที� 43 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัที�ใชเ้ลี�ยงปลาทดลองภายหลงัจากที�ไดร้บั  

    แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ในอาหารในระดบัต่าง ๆ 

หมายเหตุ; ไมพ่บความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติใินทุกช่วงการทดลอง (P<0.05) 

 

 5.6.2.8.8 อณุหภมิูของนํ%า 

 ในการวดัอุณหภมูจิะใชเ้ครื�องมอือตัโนมตั ิDO meter (YSI) ที�สามารถวดัอุณหภมูขิองนํ�าไดด้ว้ย โดย

พบว่าอุณหภมูขิองนํ�าเมื�อเริ�มตน้การทดลองที�ตน้เดอืนกุมภาพนัธจ์ะอยูท่ี�ระดบัตํ�าประมาณ 27.5 
๐
C และเริ�ม

ขยบัสงูขึ�นในปลายเดอืนเดยีวกนัโดยมคี่าอยูท่ี�ประมาณ 29.4 
๐
C และขยบัสงูขึ�นอยูร่ะหว่าง 29.7-30.2 

๐
C ใน

เดอืนมนีาคม ซึ�งในช่วงนี�ปลามอีตัราการกนิอาหารและการเจรญิเตบิโตที�ดมีาก อยา่งไรกต็ามเมื�อเขา้สู่เดอืน

เมษายน อุณหภมูขิองนํ�าเริ�มขยบัสงูขึ�น เป็นประมาณ 31.4 
๐
C ที�ตน้เดอืนเมษายน ซึ�งส่งผลใหป้ลาแสดงความ

ผดิปกตอิอกมาหลายอยา่ง โดยเฉพาะอยา่งยิ�งการกนิอาหารที�ลดลงมากและซํ�ารา้ยยงัเกดิอาการปว่ยและทยอย

ตายเรื�อย ๆ และเพิ�มสงูขึ�นในช่วงนี� นอกจากนี�ยงัพบว่าอุณหภมูขิองนํ�าจะมคี่าสงูสุดในปลายเดอืนเมษายน

ต่อเนื�องไปถงึตน้เดอืนพฤษภาคม และลดตํ�าลงเหลอืใกลเ้คยีงกบั 31
๐
C ที�สิ�นสุดการทดลอง (ภาพที� 43) 

  

 

 

 

 

 

Experimental date 
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 นอกจากการวดัอุณหภมูติามปกตแิลว้ ในการทดลองครั �งนี�ยงัทาํการวดัอุณหภมูขิองนํ�าและอากาศใน

บรเิวณที�แขวนกระชงั โดยการตดิตั �งอุปกรณ์ Data logger ซึ�งจะทาํหน้าที�บนัทกึการเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูิ

ทั �งในนํ�าและอากาศทุก ๆ 1 ชั �วโมง ตลอดระยะเวลาของการทดลอง (ภาพที� 44) ซึ�งทาํใหส้ามารถทราบการ

เปลี�ยนแปลงของอุณหภมูทิั �งของนํ�าแลอากาศอยา่งละเอยีด ซึ�งพบว่ามกีารเปลี�ยนแปลงสอดคลอ้งกบัการวดั

โดยเครื�องมอื DO meter โดยเมื�อเริ�มตน้จนถงึตลอดการเลี�ยงพบว่าระหว่างการทดลองอุณหภมูขิองนํ�าใน

บรเิวณกระชงัมคี่าอยูร่ะหว่าง 27.4-33.2 
๐
C โดยเป็นที�น่าสงัเกตว่าในช่วงเดอืนกุมภาพนัธ ์ซึ�งเป็นช่วงเริ�มทาํ

การทดลอง อุณหภมูขิองนํ�าอยูใ่นช่วงที�ระหว่าง 27.5-28.5 
๐
C และเริ�มขยบัสงูขึ�นเรื�อย ๆ ในกลางเดอืน จนถงึที�

ระดบั 30.5-31.5 
๐
C  ในช่วงตน้เดอืนมนีาคม และตํ�าลงอกีครั �งในระดบั ประมาณ 29 

๐
C ในช่วงปลายเดอืน

มนีาคม หลงัจากนั �นอุณหภมูจิะขยบัสงูขึ�นเรื�อย ๆ เมื�อเขา้สู่เดอืนเมษายน ซึ�งเป็นช่วงที�มอุีณหภมูสิงูสุด

ประมาณ 33 
๐
C และคงที�ในระดบั 32 

๐
C จนถงึตน้เดอืนพฤษภาคม อยา่งไรกต็ามอุณหภมูขิองนํ�าจะเริ�มตํ�าลง

เรื�อย ๆ สู่ระดบั 30
๐
C ในช่วงกลางเดอืนพฤษภาคม หลงัจากนั �นจะค่อย ๆ ขยบัสงูขึ�นอยูใ่นช่วง 30.5-32 

๐
C 

จนถงึกลางเดอืนมถุินายน ซึ�งเป็นช่วงสิ�นสุดการทดลอง  (ภาพที� 45) ซึ�งเมื�อนําไปเปรยีบเทยีบการเปลี�ยนแปลง

ของอากาศในระหว่างการเลี�ยงแลว้พบว่าการเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูขิองนํ�ามชี่วงกวา้งของการเปลี�ยนแปลง

ตํ�ากว่าอากาศมาก โดยมคี่าของอุณหภมูขิองอากาศตํ�าสุด 21.2 
๐
C และสงูสุด 43.6 

๐
C ในเดอืนกุมภาพนัธใ์น

วนัที� 15 และ 14 ตามลาํดบั ซึ�งการเปลี�ยนแปลงในช่วงกวา้งนี�สามารถสงัเกตไดต้ั �งแต่เริ�มทดลองไปจนถงึเดอืน  

ปลายเดอืนเมษายน ในวนัที� 24 ซึ�งหลงัจากนี�แลว้ การเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูขิองอากาศจะเริ�มแคบลงจนถงึ

สิ�นสุดการทดลอง (ภาพที� 46) 

 

 จากการศกึษาอยา่งระเอยีดสาํหรบัอุณหภมูขิองนํ�าโดยใชเ้ครื�องมอือตัโนมตั ิData logger ที�สามารถ

ตรวจวดัการเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูอิยา่งละเอยีดในครั �งนี�ไดแ้สดงใหเ้หน็แลว้ว่าสาเหตุหนึ�งที�อาจเป็นตวัโน้ม

นําใหเ้กดิการระบาดและการเกดิโรคในปลาในฤดรูอ้นนั �นน่าจะมสีาเหตุโน้มนํามาจากการเปลี�ยนแปลงของ

อุณหภมูโิดยเฉพาะการเพิ�มขึ�นของอุณหภมูขิองนํ�าที�เกนิกว่า 31.5 
๐
C ซึ�งจากรายงานของ Ndong et al. 

(2007) ที�พบว่าการที�ปลาหมอเทศซึ�งเป็นชนิดที�ใกลช้ดิกบัปลานิลนี� อยูใ่นสภาพที�มอุีณหภมูสิงูกว่า 31 
๐
C จะมี

ผลใหร้ะบบภูมคิุม้กนัของปลาโดยเฉพาะอยา่งยิ�งระบบภูมคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง เช่น ความสามารถดกั

จบักนิเชื�อโรคและสิ�งแปลกปลอมในกระบวนการ Phagocytosis เช่น Phagocytic activity และ Phagocytic 

index มคี่าลดตํ�าลงอยา่งมนียัสาํคญั และยงัส่งผลต่อเนื�องใหค้วามสามารถในการยอมรบัเชื�อโรคของปลาเพิ�ม

สงูขึ�นอยา่งมนียัสาํคญัเช่นกนั ซึ�งจากการศกึษาในครั �งนี�พบความสอดคลอ้งกนัของการเพิ�มขึ�นของอุณหภมูแิละ

การเกดิโรคอยา่งชดัเจน เช่น ก่อนที�ปลาจะแสดงอาการของการเกดิโรคในช่วงตน้เดอืนของการเกดิโรค 

อุณหภมูขิองนํ�าเริ�มขยบัสงูขึ�นกว่า 31 
๐
C อยา่งต่อเนื�องเป็นเวลาหลายวนัหลงัจากนั �น ในวนัที� 8 เมษายน จะ

เป็นช่วงที�ปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม T1 เริ�มปว่ยและตายมากขึ�นและตายอยา่งมากต่อเนื�องจนถงึวนัที� 24 

เมษายน สอดคลอ้งกบัการเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูขิองนํ�าที�พบว่า เพิ�มขึ�นอยา่งต่อเนื�องและสงูสุดในวนัที� 10 

เมษายน โดยมอุีณหภมูเิป็น 33.01+0.84 
๐
C และยงัมคี่าของอุณหภมูใิกล ้33.0 

๐
C ต่อเนื�องไปจนถงึวนัท ี19 

เมษายน แต่ยงัอยูใ่นระดบัที�สงูกว่า 31.0 
๐
C ต่อเนื�องไปจนถงึวนัที� 13 เดอืนพฤษภาคม หลงัจากนั �นอุณหภมูิ
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ของนํ�าจะลดตํ�าลงกว่า 30.0 

๐
C ในวนัที� 18 และเพิ�มขึ�นสงูกว่า 31.0 

๐
C อกีครั �ง ตั �งแต่วนัที� 5 เดอืนมถุินายน 

ซึ�งเป็นช่วงเดยีวกนักบัปลาในกลุ่ม T2 และ T3 เริ�มตายเป็นจาํนวนมาก   

 

  
 

   
 

ภาพที� 44 การตดิตั �งเครื�องบนัทกึอุณหภมู ิ(Data logger) ในนํ�าและอากาศบรเิวณที�แขวนกระชงัเลี�ยง  

             ปลาทดลอง 
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                                                    Experimental period 

ภาพที� 45 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัระหว่างการเลี�ยงปลานิลทดลอง  

 
ภาพที� 46 อุณหภมูขิองนํ�าในกระชงัเมื�อเปรยีบเทยีบกบัอุณหภมูขิองอากาศระหว่างการเลี�ยงปลานิล 

             ทดลอง 

Experimental date 

Experimental date 
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5.6.3 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที�แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์ AQBS01 ด้วย

เทคนิคทางจลุชีววิทยาและทางอณูชีวโมเลกลุ 

5.6.3.1 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที�แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์ AQBS01 

ด้วยเทคนิคทางจลุชีววิทยา 

จากการทดสอบการจาํแนกแบคทเีรยีที�ใชเ้ป็นแบคทเีรยี Probiotics ในการทดลองในส่วนนี� โดยใช้

เทคนิคทางจลุชวีวทิยาพบว่าแบคทเีรยีที�ไดม้คีุณสมบตัภิายหลงัจากการทดสอบดงัตารางที� 3 โดยพบว่า

แบคทเีรยี Bacillus sp. AQBS01 มรีปูรา่งเป็นแท่งยาวเดี�ยว ๆ  ตดิสมีว่งนํ�าเงนิของ Crystal violet จงึจดัเป็น 

Gram’s positive bacteria คุณสมบตัทิางชวีเคม ี Oxidase test, Catalase test, Casein hydrolysis, Motility 

test Voges-Proskauer (V.P.) test, Methyl red (M.R.) test, H2S, Citrate utilization, Gelatin test และ 

Tween 80 ใหผ้ลเป็นบวก ขณะที� O/F test, Starch, Indol production และ Nitrate test ใหผ้ลเป็นลบ 

 

นอกจากนี�การสรา้งกรดจากนํ�าตาล Manitol, Glycerol, Galatose, Arabinose, Salicin และ Fructose 

ใหผ้ลเป็นบวก ส่วนนํ�าตาล Glucose, Sorbitol, Inositol และ Xylose ใหผ้ลเป็นลบ ขณะที�นํ�าตาล Sucrose, 
Maltose และLactose ใหผ้ลไมแ่น่นอน และเมื�อทาํการทดสอบ Arginine dihydrolase, Lysine decarboxylase 

และ Ornithine ใหผ้ลเป็น บวก ลบและบวก ตามลาํดบั 

 

เมื�อทาํการทดสอบความสามารถในการเจรญิของเชื�อในอาหารที�มเีกลอืแกงในระดบัความเขม้ขน้ต่าง

ตั �งแต่ 0-7% พบว่า แบคทเีรยี Bacillus sp. AQBS01 สามารถเจรญิไดใ้นทุกความเขม้ขน้ของเกลอื ขณะที�การ

ทดสอบความสามารถในการเจรญิในอุณหภมูทิี� 5 และ 45
๐
C พบว่าแบคทเีรยีชนิดนี� ไมส่ามารถเจรญิอยูไ่ดท้ี�

อุณหภมู ิ5
๐
C นอกจากนี�ยงัพบว่าแบคทเีรยีชนิดนี�สามารถทาํใหเ้กดิการยอ่ยสลายเมด็เลอืดแดง (Blood 

hemolysis) ไดอ้กีดว้ย 

 

เมื�อนําขอ้มลูการทดสอบดงักล่าวขา้งตน้ ไปใชใ้นการจาํแนกตามวธิีและการอธบิายลกัษณะแบคทเีรยี

ของ Sneath et al. (1986) ที�รายงานไวก่้อนหน้านี� พบว่าคุณสมบตัดิงักล่าวนี� ตรงกบัคุณสมบตัขิองแบคทเีรยี 

Bacillus pumilus 
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ตารางที� 3 คุณลกัษณะทางสญัฐานวทิยาและคุณสมบตัทิางชวีเคมขีองเชื�อ แบคทเีรยี Bacillus sp. 

              สายพนัธุ ์AQBS01 ที�ใชเ้ป็น Probiotic bacteria ในการทดลองครั �งนี� 
 

คณุลกัษณะที�ทาํการทดสอบ   ผลการทดสอบที�ได้ 

 
Gram-stain       +ve   
Shape        Bacilli   
Arrangement       Single  
Oxidase       +   
Catalase       +      
Casein hydrolysis     + 
O/F test      -     
Motility       +       
Indol        -      
Voges-Proskauer (V.P.) test     +       
Methyl red (M.R.) test     +      
H2S        +      
Citrate utilization     +      
Starch        -    
Gelatin       +       
Acid from:  Glucose     -   

Sorbitol     -     
Sucrose     D    
Manitol     +       
Maltose     D      
Glycerol     +     
Inositol     - 
Galatose     +  
Lactose     D  
Arabinose     +  
Salicin      +  
Fructose     +  
Xylose      - 

Tween 80       +  
Nitrate        -  
Arginine dihydrolase      +  
Lysine decarboxylase      - 
Ornithine       + 
Growth on Nacl 0.0%      +  
Growth on Nacl 3%      +  
Growth on Nacl 5%      +  
Growth on Nacl 6.5%      +  
Growth on Nacl 7%      +  
Growth at 5 °C      - 
Growth at 45 °C      +  
Blood hemolysis      +  

 
 
หมายเหตุ:  + คอืการทดสอบใหผ้ลเป็นบวก     D คอืการทดสอบที�ใหผ้ลไมแ่น่นอน 

  -  คอืการทดสอบใหผ้ลเป็นบวก 
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5.6.3.2 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที�แยกได้จากธรรมชาติ สายพนัธุ ์AQBS01 ด้วย

เทคนิคทางอณูชีวโมเลกลุ และการศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 

5.6.3.2.1 การโคลนและการตรวจสอบลาํดบันิวคลไีทดข์องยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี 

Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 

จากการใชเ้ทคนิค PCR โดยใช ้Specific primers ต่อ ยนี 16s rRNA ตามการรายงานและวธิขีอง 

Green et al. (1999) ในการเพิ�มปรมิาณ DNA เป้าหมายที�เตรยีมจาก Genomic DNA ของ แบคทเีรยี Bacillus 

sp. สายพนัธุ ์AQBS01 พบว่าสามารถพบ PCR product ขนาดประมาณ 1,400 bp (ภาพที� 47) เมื�อทาํการ

โคลนเขา้สู่ pGEM T-Easy vector และทาํการตดัดว้ยเอนไซมจ์าํเพาะ Eco RI พบว่าชิ�น Insert ที�ไดถู้กตดั

ออกเป็น 2 ชิ�น ขนาดประมาณ 850 และ 650 bp ตามลาํดบั (ภาพที� 48) และเมื�อนํา Plasmid ที�ไดไ้ปทาํการ

ตรวจสอบลาํดบันิวคลโีอไทด ์(Sequencing) ดว้ย M13 Forward และ M13 Reverse primers พบว่า ชิ�น DNA 

insert นี�มขีนาดเท่ากบั 1,429 bp (ภาพที� 49) และเมื�อนําลาํดบันิวคลโีอไทดด์งักล่าวไปทาํการเปรยีบเทยีบกบั

ลาํดบันิวคลโีอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank database ดว้ยโปรแกรม Blast N พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี�ไดน้ี� มี

ความคลา้ยคลงึกนักบัลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s Ribosomal RNA gene ของ แบคทเีรยี Bacillus pumilus 

ทั �งหมด โดยมคีวามเหมอืนกบั แบคทเีรยี Bacillus pumilus Straina Van35 มากที�สุด โดยมคี่าความเหมอืน 

ซึ�งพจิารณาจากค่า Maximum matching score, E-value และ ค่า Percent Identity ซึ�งมคี่าเป็น 2627, 0.0 

และ 99% ตามลาํดบั  (ตารางที� 4)       

นอกจากนี�เมื�อนําลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี�ไดน้ี�ไปเปรยีบเทยีบกบั ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA 

ของแบคทเีรยีในกลุ่ม Bacillus spp. อกี 10 ชนิด 17 Strains โดยใชโ้ปรแกรม MatGat (Matrix Global 

Alignment Tool) version 2.02 พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง ยนี 16s rRNA ของ แบคทเีรยี Bacillus sp. สาย

พนัธุ ์AQBS01 มคี่าความเหมอืน (Identity) และค่าความคลา้ยคลงึกนั (Similarity) กบัแบคทเีรยี B. pumilus 

Strain BPT-18(EF523475), B. pumilus Strain I9 (EU366365) และ B. pumilus Strain Van35 (GU290547) 

มากที�สุดเท่ากบั 99.8% เท่ากนัทั �ง 3 Strain ลองลงมาคอื แบคทเีรยี B. subtilis Strain SRK4 (FN666680) 

และ B. licheniformis B83 (GU904675) โดยมคี่าความเหมอืนอยูท่ี� 96.8% เท่ากนั และมคี่าความคลา้ยคลงึกนั

เท่ากบั 96.9% (ตารางที� 5 ) 
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ภาพที� 47 แถบ PCR Product ภายหลงัการเพิ�มจาํนวน DNA ที�สกดัไดจ้าก Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01  
โดยการใชเ้ทคนิค PCR โดยที� M คอื 100 bp DNA Marker C- คอื Negative control, B1 และ B2    

คอื PCR Product ที�ไดจ้าก การใช ้Genomic DNA ของ Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 เป็น   

แมแ่บบ 

 

  
ภาพที� 48 Plasmid DNA ที�มชีิ�น Insert ของ PCR Product ซึ�งถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Eco RI โดยที� M  

    คอื 100 bp DNA Marker, C- คอื Negative control, B11-B15 คอื Plasmid ที�มชีิ�น Insert  

 

 

 

M    C-   B1   C-   B2 

1,400 bp 

500 bp 

850 bp 

650 bp 

1,000 bp 

  500 bp 

M      C-    C-   B11  B12  B13 B14  B15 
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ภาพที� 49  ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA gene ที�ไดจ้ากการทาํ Sequencing ของ Plasmid ที�มชีิ�น  

Insert ของ PCR Product ที�ไดจ้าก การใช ้Genomic DNA ของ Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 

เป็นแมแ่บบ 
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ตารางที� 4 ผลการเปรยีบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี�ไดจ้ากการเพิ�มจาํนวน DNA ของแบคทเีรยี Bacillus sp.  

              สายพนัธุ ์AQBS01 โดยใช ้Specific primers ต่อยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยีในกลุ่ม    

                  Bacillus โดยการใชโ้ปรแกรม BlastN 

Accession Description 
Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 

E 

value 

Max 

ident 

 

GU290547.1 

Bacillus pumilus strain Van35 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

FJ461466.1 

Bacillus sp. SCSSS10 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

FJ032017.1 

Bacillus pumilus strain ES4 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

EF488975.1 

Bacillus pumilus strain BSH-4 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

EF491624.1 

Bacillus pumilus isolate ZB13 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

DQ275671.1 

Bacillus pumilus strain HBP8 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2627 2627 100% 0.0 99% 

 

EU600242.1 

Bacillus sp. DF-1 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 
2625 2625 99% 0.0 99% 

 

AM396932.1 

Bacillus sp. 39 partial 16S rRNA gene, 

isolate 39 
2625 2625 99% 0.0 99% 

 

FJ348011.1 

Bacillus sp. GGC-P5A2 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 
2623 2623 99% 0.0 99% 

 

EU624442.1 

Bacillus pumilus strain SS-02 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2623 2623 99% 0.0 99%  

 

 



91
 

 ต
าร

าง
ที

� 5
 ก

าร
เป

รยี
บเ

ทยี
บค

่าค
วา

มเ
หม

อืน
 (

Id
en

tit
y)

 แ
ละ

คว
าม

คล
า้ย

คล
งึก

นั 
(S

im
ila

rit
y)

 ข
อง

ลาํ
ดบั

นิว
คล

โีอ
ไท

ดข์
อง

ยนี
 1

6s
 rR

N
A 

ขอ
งแ

บค
ทเี

รยี
 B

ac
illu

s 
sp

.  
   

   
 

   
 ส

าย
พ

นัธ
ุ ์A

Q
BS

01
 ก

บัย
นี 

16
s 

rR
N

A 
ขอ

ง 
  แ

บค
ทเี

รยี
 B

ac
illu

s 
sp

p.
   

St
ra

in
s 

of
 B

ac
illu

s s
pp

. 
Id

en
tit

y 
(%

) 

1 
2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10

 
11

 
12

 
13

 
14

 
15

 
16

 
17

 
18

 

1.
 B

ac
ill

us
 A

Q
B

S0
1 

  
91

.8
 

94
.3

 
94

.3
 

91
.4

 
91

.4
 

94
.8

 
96

.8
 

94
.9

 
94

.8
 

93
.8

 
99

.8
 

99
.8

 
99

.8
 

96
.8

 
94

.1
 

94
.1

 
86

.7
 

2.
 B.

alc
alo

phi
lus

 (X
76

43
6)

 
91

.9
 

  
92

.5
 

92
.5

 
95

.0
 

94
.9

 
92

.2
 

92
.3

 
92

.2
 

92
.3

 
92

.5
 

91
.9

 
91

.9
 

91
.9

 
92

.3
 

92
.4

 
92

.4
 

85
.9

 

3.
 B.

cer
eus

 S
tr

ai
n 

13
66

 (G
U

72
68

68
) 

94
.3

 
92

.7
 

  
10

0.
0 

92
.1

 
92

.2
 

93
.9

 
94

.2
 

94
.7

 
94

.7
 

93
.8

 
94

.4
 

94
.4

 
94

.4
 

94
.2

 
99

.8
 

99
.8

 
87

.2
 

4.
 B.

cer
eus

 S
tr

ai
n 

13
45

 (G
U

72
68

54
) 

94
.3

 
92

.7
 

10
0.

0 
  

92
.1

 
92

.2
 

93
.9

 
94

.2
 

94
.7

 
94

.7
 

93
.8

 
94

.4
 

94
.4

 
94

.4
 

94
.2

 
99

.8
 

99
.8

 
87

.2
 

5.
 B.

cla
usi

i S
-4

 (A
Y

82
52

51
) 

91
.6

 
95

.0
 

92
.4

 
92

.4
 

  
99

.8
 

93
.0

 
92

.5
 

92
.2

 
92

.3
 

93
.6

 
91

.5
 

91
.5

 
91

.5
 

92
.5

 
92

.0
 

92
.0

 
85

.3
 

6.
 B.

cla
usi

i 3L
F1

2T
(F

N
66

68
65

) 
91

.5
 

94
.9

 
92

.4
 

92
.4

 
99

.8
 

  
93

.0
 

92
.6

 
92

.3
 

92
.4

 
93

.6
 

91
.5

 
91

.5
 

91
.5

 
92

.6
 

92
.1

 
92

.1
 

85
.3

 

7.
 B.

firm
us 

(D
16

26
8)

 
94

.9
 

92
.4

 
94

.0
 

94
.0

 
93

.3
 

93
.2

 
  

94
.7

 
95

.8
 

95
.9

 
96

.0
 

94
.9

 
94

.9
 

94
.9

 
94

.7
 

93
.7

 
93

.7
 

87
.4

 

8.
 B.

lich
eni

for
mis

 B
83

 (G
U

90
46

75
) 

96
.9

 
92

.3
 

94
.2

 
94

.2
 

92
.6

 
92

.6
 

94
.7

 
  

93
.8

 
93

.8
 

95
.0

 
96

.9
 

96
.9

 
96

.9
 

10
0.

0 
94

.0
 

94
.0

 
86

.1
 

9.
 B.

me
gat

eri
um

 B
19

6 
(G

U
90

68
82

) 
95

.0
 

92
.5

 
94

.7
 

94
.7

 
92

.6
 

92
.6

 
96

.0
 

93
.9

 
  

99
.9

 
95

.4
 

95
.0

 
95

.0
 

95
.0

 
93

.8
 

94
.7

 
94

.7
 

87
.5

 

10
. B

.me
gat

eri
um

 B
30

3 
(G

U
90

46
80

) 
94

.9
 

92
.6

 
94

.8
 

94
.8

 
92

.7
 

92
.7

 
96

.0
 

93
.9

 
99

.9
 

  
95

.4
 

94
.9

 
94

.9
 

94
.9

 
93

.8
 

94
.7

 
94

.7
 

87
.4

 

11
. B

.me
tha

nol
icu

s (S
42

87
9)

 
94

.0
 

92
.7

 
93

.9
 

93
.9

 
93

.9
 

93
.8

 
96

.1
 

95
.1

 
95

.6
 

95
.6

 
  

93
.9

 
93

.9
 

93
.9

 
95

.0
 

93
.7

 
93

.7
 

86
.6

 

12
. B

.pu
mil

us 
St

ra
in

 B
PT

-1
8(

E
F5

23
47

5)
 

99
.8

 
91

.9
 

94
.4

 
94

.4
 

91
.6

 
91

.5
 

94
.9

 
96

.9
 

95
.0

 
94

.9
 

94
.0

 
  

10
0.

0 
10

0.
0 

96
.9

 
94

.3
 

94
.3

 
86

.9
 

13
. B

.pu
mil

us 
St

ra
in

 I9
 (E

U
36

63
65

) 
99

.8
 

91
.9

 
94

.4
 

94
.4

 
91

.6
 

91
.5

 
94

.9
 

96
.9

 
95

.0
 

94
.9

 
94

.0
 

10
0.

0 
  

10
0.

0 
96

.9
 

94
.3

 
94

.3
 

86
.9

 

14
. B

.pu
mil

us 
St

ra
in

 V
an

35
 (G

U
29

05
47

) 
99

.8
 

91
.9

 
94

.4
 

94
.4

 
91

.6
 

91
.5

 
94

.9
 

96
.9

 
95

.0
 

94
.9

 
94

.0
 

10
0.

0 
10

0.
0 

  
96

.9
 

94
.3

 
94

.3
 

86
.9

 

15
. B

.su
btil

is S
tr

ai
n 

SR
K

4 
(F

N
66

66
80

) 
96

.9
 

92
.3

 
94

.2
 

94
.2

 
92

.6
 

92
.6

 
94

.7
 

10
0.

0 
93

.9
 

93
.9

 
95

.1
 

96
.9

 
96

.9
 

96
.9

 
  

94
.0

 
94

.0
 

86
.1

 

16
. B

.thu
rin

gie
nsi

s S
tr

ai
n 

JA
M

-G
G

01
 (A

B5
53

28
5)

 
94

.2
 

92
.5

 
99

.8
 

99
.8

 
92

.2
 

92
.2

 
93

.8
 

94
.0

 
94

.7
 

94
.8

 
93

.7
 

94
.3

 
94

.3
 

94
.3

 
94

.0
 

  
10

0.
0 

87
.0

 

17
. B

.thu
rin

gie
nsi

s S
tr

ai
n 

G
ao

sh
i-1

 (G
U

20
18

58
) 

94
.2

 
92

.5
 

99
.8

 
99

.8
 

92
.2

 
92

.2
 

93
.8

 
94

.0
 

94
.7

 
94

.8
 

93
.7

 
94

.3
 

94
.3

 
94

.3
 

94
.0

 
10

0.
0 

  
87

.0
 

18
. L

act
oba

cill
us 

fer
me

ntu
m (

A
B

55
02

97
) 

86
.8

 
86

.2
 

87
.2

 
87

.2
 

85
.6

 
85

.5
 

87
.4

 
86

.5
 

87
.5

 
87

.5
 

86
.7

 
86

.9
 

86
.9

 
86

.9
 

86
.5

 
87

.1
 

87
.1

 
  

Si
m

ila
rit

y 
(%

) 



92 
 

5.6.3.2.2 การศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของยนี 16s rRNA gene ของแบคทเีรยี Bacillus sp. 

สายพนัธุ ์AQBS01 
  

 เมื�อนําลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 และของ

แบคทเีรยีในกลุ่ม Bacillus spp. อกี 10 ชนิด 17 Strains และใชย้นี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Lactobacillus 

fermentum เป็น Control (out group) ไปทาํการศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการ โดยทาํการสรา้ง 

Phylogenetic tree โดยใชโ้ปรแกรม Mega Version 4 พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง ยนี 16s rRNA ของ 

Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 มคีวามสมัพนัธอ์ยา่งใกลช้ดิกบัยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี B. pumilus 

Strain I9, B.pumilus Strain Van35 และ B.pumilus Strain BPT-18 ซึ�งถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดยีวกนักบั ยนี 16s 

rRNA ของแบคทเีรยี B.licheniformis B83 และ B.subtilis Strain SRK4 ซึ�งอยูใ่นกลุ่มยอ่ยกบั แบคทเีรยี B. 

firmus และ B. megaterium ที�มคีวามสมัพนัธก์บัแบคทเีรยี  B.alcalophilus และ B.clausii ซึ�งถูกจดัใหอ้ยูค่นละ

กลุ่มใหญ่กบักลุ่มแบคทเีรยี B.cereus และ B.thuringiensis ตามลาํดบั (ภาพที� 50) 

 
ภาพที  50 ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01    

              และ Bacillus spp. อกี 10 ชนิด 17 Strains Bacillus sp. โดยการสรา้ง Phylogenetic tree 

 

 B. pumilus Strain I9 (EU366365) 
 B.pumilus Strain Van35 (GU290547) 
 B.pumilus Strain BPT-18 (EF523475) 
 Bacillus pumilus (AQBS01) 
 B.licheniformis B83 (GU904675) 
 B.subtilis Strain SRK4 (FN666680) 

 B.firmus (D16268) 
 B.methanolicus (S42879) 
 B.megaterium B196 (GU906882) 
 B.megaterium B303 (GU904680) 

 B.alcalophilus (X76436) 
 B.clausii S-4 (AY825251) 
 B.clausii 3LF 12T (FN666865) 

 B.cereus Strain 1366 (GU726868) 
 B.cereus Strain 1345 (GU726854) 

 B.thuringiensis Strain JAM-GG01 (AB553285) 
 B.thuringiensis Strain Gaoshi-1 (GU201858) 

 Lactobacillus fermentum (AB550297) 

0.01 
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6. วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

6.1 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 

 

ผลจากการศกึษาการจาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์ AQBS01 ที�นํามาใชเ้ป็นแบคทเีรยี 

Probiotics ในการศกึษาครั �งนี�ทั �งโดยอาศยัเทคนิคทางจุลชวีวทิยา ซึ�งไดแ้ก่ การศกึษาสณั ฐานวทิยา การศกึษา

ความสามารถในการทาํปฏกิริยิาทางชวีเคม ี และอณูชวีโมเลกุลโดยการศกึษาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16s 

rRNA พบว่า การใชเ้ทคนิคทางจลุชวีวทิยาจากการศกึษาครั �งนี�  ทาํใหท้ราบว่าแบคทเีรยี Bacillus sp. AQBS01 

มรีปูรา่งเป็นแท่งยาวเดี�ยว ๆ ตดิสมีว่งนํ�าเงนิของ Crystal violet จงึจดัเป็น Gram’s positive bacteria 

คุณสมบตัทิางชวีเคม ี Oxidase test, Catalase test, Casein hydrolysis, Motility test Voges-Proskauer 

(V.P.) test, Methyl red (M.R.) test, H2S, Citrate utilization, Gelatin test และ Tween 80 ใหผ้ลเป็นบวก 

ขณะที� O/F test, Starch, Indol production และ Nitrate test ใหผ้ลเป็นลบ นอกจากนี�การสรา้งกรดจากนํ�าตาล 

Manitol, Glycerol, Galatose, Arabinose, Salicin และ Fructose ใหผ้ลเป็นบวก ส่วนนํ�าตาล  Glucose, 
Sorbitol, Inositol และXylose ใหผ้ลเป็นลบ ขณะที� นํ�าตาล Sucrose, Maltose และ Lactose ใหผ้ลไมแ่น่นอน 
และเมื�อทาํการทดสอบ Arginine dihydrolase, Lysine decarboxylase และ Ornithine ใหผ้ลเป็น บวก ลบและ

บวก ตามลาํดบั  และเมื�อทาํการทสอบความสามารถในการเจรญิของเชื�อในอาหารที�มเีกลอืแกงในระดบัความ

เขม้ขน้ต่างตั �งแต่ 0-7% พบว่า แบคทเีรยี Bacillus sp. AQBS01 สามารถเจรญิไดใ้นทุกความเขม้ขน้ของเกลอื 

ขณะที�การทดสอบความสามารถในการเจรญิในอุณหภมูทิี� 5 และ 45
๐
C พบว่าแบคทเีรยีชนิดนี� ไมส่ามารถ

เจรญิอยูไ่ดท้ี�อุณหภมู ิ 5
๐
C นอกจากนี�ยงัพบว่าแบคทเีรยีชนิดนี�สามารถทาํใหเ้กดิการยอ่ยสลายเมด็เลอืดแดง 

(Blood hemolysis) ไดอ้กีดว้ย ซึ�ง Sneath et al. (1986) ไดอ้ธบิายว่าลกัษณะของแบคทเีรยีชนิดนี�ตรงกบั

คุณลกัษณะของแบคทเีรยีแกรมบวก B. pumilus ซึ�งใหผ้ลคลา้ยกบัการศกึษาของ Bottone and Peluso (2003) 

ที�ไดร้ายงานไวก่้อนหน้านี�  นอกจากนี�การเปรยีบเทยีบความเหมอืนและความคลา้ยคลงึของลาํดบันิวคลโีอไทด์

ของยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์ AQBS01 ที�ไดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัยนี 16s rRNA ของ

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุอ์ื�น ๆ พบว่า นิวคลโีอไทดข์องยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์

AQBS01 มทีั �งความเหมอืนและความคลา้ยคลงึกบัยนี 16s rRNA ของแบคทเีรยี Bacillus pumilus อยา่งชดัเจน 

สอดคลอ้งกนักบัการศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการที�ทาํใหท้ราบไดอ้ยา่งชดัเจนว่า  ยนี 16s rRNA ของ

แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ยงัถูกจดักลุ่มใหอ้ยูใ่นกลุ่มเดยีวกนักบั Bacillus pumilus อยา่งชดัเจน  

 

 ซึ�งผลการศกึษาขา้งตน้นี�สามารถสรปุไดว้่าแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ที�นํามาใชเ้ป็น

แบคทเีรยี Probiotics ในการศกึษาครั �งนี�เป็นแบคทเีรยีชนิด Bacillus pumilus นั �นเอง ซึ�งแบคทเีรยีชนิดนี�ไดม้ี

การรายงานอยา่งกวา้งขวางว่าเป็นแบคทเีรยีที�มศีกัยภาพสงูในการนํามาเป็น Probiotic bacteria ที�สามารถ

ใชไ้ดท้ั �งในคนและสตัว ์เช่น การศกึษาของ Bottone and Peluso (2003) ไดท้าํการศกึษาคุณสมบตัขิองสาร

สกดัจาก แบคทเีรยี Bacillus pumilus (MSH) พบว่าสารสกดัดงักล่าวสามารถยบัยั �งการเจรญิของเชื�อราก่อโรค 

2 ชนิดคอื Mucor และ Aspergillus ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยสารสกดัดงักล่าวสามารถยบัยั �งการสรา้งสปอร์
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และการขยายตวัของเสน้ใยของเชื�อราไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพในหอ้งปฏบิตักิาร โดยทําใหผ้นงัเซลล ์ (Cell wall) 

เกดิการแตกเป็นรอยรั �วเป็นหยอ่ม ๆ ซึ�งสามารถยบัยั �งเชื�อดงักล่าวไดน้านถงึ 8 วนั บนอาหารเลี�ยงเชื�อ 

นอกจากนี�ยงัพบว่า B. pumilus นี� สามารถยบัยั �ง แบคทเีรยีก่อโรคในคนและสตัวไ์ดอ้กีหลายชนิด เช่น 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyrogenes, Enterococcus faecalis, Clostridium perfringens, 

Bacillus subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, Escherichia coli, Ewinia herbicola, Klebsiella pneumonia 

รวมทั �งเชื�อแบคทเีรยี S. agalactiae อกีดว้ย ในทางตรงกนัขา้ม แบคทเีรยีในกลุ่ม �-haemolysin producing 

bacteria เช่น Bacillus subtilis, B. cereus, B. thuringiensis  รวมทั �งแบคทเีรยี Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pyrogenes และ S. agalactiae กลบัพบว่าไมม่คีวามสามารถในการยบัยั �งเชื�อรา Mucor เลย 

เช่นเดยีวกนักบัการรายงานของ Munimbazi and Bullerman (1998a) ที�พบว่า สาร Anti-fungal metabolites 

ที�สรา้งจาก B. pumilus สามารถยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของ เสน้ใย (Spore germination) ของเชื�อราหลายชนิด 

เช่น Aspergillus, Penicillium และ Fusarium และยงัสามารถยบัยั �งการสรา้งสาร Alflatoxin ของเชื�อโรค 

Aspergillus parasiticus ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ Munimbazi and Bullerman (1998b) ไดร้ายงานว่า 

นอกจากนี� สาร Metabolite ที�สรา้งจาก B. pumilus ยงัสามารถยบัยั �งเชื�อราในกลุ่ม Mucoraceae และ 

Aspergillus อกีหลายชนิด เช่น Aspergillus flavus, A. fumigates และ A. terreus ไดอ้กีดว้ย 
   

6.2. ผลของการเสริมแบคทีเรีย Probiotics Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อความปลอดภยั การ

เจริญเติบโต ระบบภมิูคุ้มกนัและการต้านทานโรคที�เกิดจากเชื%อแบคทีเรีย S. agalactiae  ของปลานิล 

ในห้องปฏิบติัการ  

  

6.2.1 ความปลอดภยัและการเจริญเติบโต 

 

ถงึแมว้่าในปจัจบุนัจะมกีารศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยีในกลุ่ม Bacillus spp. เพื�อนํามาใชเ้ป็น 

Probiotic bacteria กนัอยา่งกวา้งขวางทั �งในคนและสตัวบ์ก รวมทั �งสตัวนํ์�าดว้ย อยา่งไรกต็ามประเดน็หนึ�งที�

ควรนํามาพจิารณาประกอบก่อนการนําไปประยกุตใ์ชค้อื ความปลอดภยัของแบคทเีรยี เนื�องจากในปจัจบุนั

พบว่า แบคทเีรยี Bacillus หลายชนิด สามารถสรา้งสารพษิและจดัเป็นแบคทเีรยีก่อโรค (Pathogenic bacteria) 

เช่น B. cereus, B. thuringienesis, B. pseudomycoides และ B. weihenstephanesis เป็นตน้ โดยเฉพาะอยา่ง

ยิ�ง B. cereus นั �น เป็นแบคทเีรยีที�พบว่าสามารถก่อโรคอาหารเป็นพษิที�รนุแรง (Patel et al. 2009)    โดย

แบคทเีรยีชนิดนี�ส่วนใหญ่ หลายสายพนัธุ ์สามารถสรา้ง Enterotoxin ที�มพีษิสงูได ้  (Granum and Lund, 

1997; Granum, 2002; From et al. 2005)  

 

อยา่งไรกต็ามในการจาํแนกชนิดของแบคทเีรยีในการศกึษาขา้งตน้เป็นการสรา้งความมั �นใจในเบื�องตน้

วา่ แบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 เป็นแบคทเีรยี B. pumilus ซึ�งกม็รีายงานว่าหลายสายพนัธุส์ามารถ

สรา้งสารพษิที�เป็นอนัตรายต่อ Host ไดเ้ช่นเดยีวกนั เช่น Hoult and Tuxford (1991) ที�พบว่า B. pumilus สาย

พนัธุ ์M11 และ M38 สามารถสรา้งสารพษิบางชนิดที�ทาํใหเ้ซลลข์องสตัวท์ดลอง (in vitro) ตายไดใ้นระดบัที�
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แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน อยา่งไรกต็ามจากการศกึษาความปลอดภยัของการเสรมิ Bacillus pumilus AQBS01 

ในอาหารปลานิลในหอ้งปฏบิตักิาร พบว่า จากการทดลอง ซํ�าถงึ 3 ครั �ง [(การเลี�ยงปลาเพื�อทดสอบความ

ตา้นทานโรคเพื�อใชท้ดสอบความคุม้โรคโดย 1) การแช่ 2) การฉีดและ 3) การป้อนเขา้ทางช่องปาก)] ปลาที�

ไดร้บัอาหารที�ผสม Bacillus pumilus AQBS0 ในอาหารตั �งแต่ 0.5-5 g/อาหาร 1 กโิลกรมันั $น ไมม่ผีลทาํใหป้ลา

นิลทดลองขนาดประมาณ 50 กรมัเกดิการผดิปกตหิรอืปว่ยตายได ้ซึ�งจากการทดลองพบว่าภายหลงัที�ไดร้บั

อาหารผสมแบคทเีรยีแลว้เป็นเวลานานถงึ 1 เดอืน ผลจากการสงัเกตอตัราการตายสะสมของปลาทดลองพบว่า 

ปลาทุกกลุ่มมอีตัราการรอดตายสงูกว่า 93% ภายหลงัสิ$นสุดการทดลอง (ภาพที� 1) โดยปลาบางส่วนที�ตายนั $น

ส่วนใหญ่จะมสีาเหตุมาจากการเกดิภาวะความเครยีดในช่วงแรก ๆ ของการทดลอง โดยจากการสงัเกต พบว่า

ปลาบางตวัจะกดัและวิ�งไล่กนัในตูท้ดลอง ทาํใหเ้กดิการชํ$าเลอืดและบาดแผลบอบชํ$าตามลาํตวั เป็นผลใหป้ลา

เฉื�อยชาไมก่นิอาหาร แสดงความผดิปกตเิรื$อรงัและตายในที�สุด แต่เมื�อนําเอาตบั มา้มหรอืไต ของปลาที�ใกล้

ตายเหล่านี$ไปเขี�ยบนอาหารเลี$ยงเชื$อปรากฏว่าไมม่เีชื$อแบคทเีรยีเกดิขึ$น นอกจากนี$เมื�อสงัเกตพฤตกิรรมและ

ลกัษณะความผดิปกตภิายนอกและภายในของปลาทุกกลุ่ม ไมพ่บความผดิปกตใิด ๆ จากการสงัเกตดงักล่าว 

และเมื�อนําเอาลาํไสข้องปลาทดลองทุกกลุ่มไปตรวจดูจลุพยาธ ิกไ็มพ่บความผดิปกตใิด ๆ ในลาํไสเ้มื�อ

เปรยีบเทยีบกบัปลาในกลุ่มควบคุมเช่นเดยีวกนั ซึ�งใหผ้ลคลา้ยกนักบัรายงานของ Patel et al. (2009) ที�พบว่า

การเสรมิแบคทเีรยี Bacillus spp. ในอาหารปลา Surfi tetra ในอตัรา 100 mg แบคทเีรยี/อาหาร 1 กโิลกรมั 

เป็นเวลา 60 วนั พบว่าปลาที�ไดร้บัอาหารทดลองผสมแบคทเีรยีไมไ่ดแ้สดงอาการหรอืความผดิปกตอิอกมาให้

เหน็แต่อยา่งใด ทั �งในส่วนของการเจรญิเตบิโตโดยสงัเกตจากนํ�าหนกัและความยาวกไ็มแ่ตกต่างจากกลุ่ม

ควบคุม (P>0.05) แต่มปีลาจาํนวนน้อยบางส่วนที�ตายเนื�องจากสภาวะการเกดิความเครยีดระหว่างการทดลอง

ในตูท้ดลองเท่านั �น นอกจากนี�ผลจากการศกึษาเบื�องตน้ดงักล่าวยงัไดแ้สดงใหเ้หน็ว่า การผสมแบคทเีรยี  

Bacillus pumilus AQBS01 มคีวามปลอดภยัต่อปลานิลทดลองตลอดระยะเวลา 1 เดอืน โดยไมพ่บความ

ผดิปกตภิายนอกหรอืการเกดิโรคขึ�นระหว่างการทดลองใหอ้าหาร นอกจากนี� ยงัมรีายงานว่า Bacillus pumilus 

ยงัสามารถแยกไดจ้ากปลาหรอืสิ�งมชีวีติที�มสีุขภาพแขง็แรงหรอืมสีภาพปกตโิดยทั �วไปเช่น Ivanova et al. 

(1992) สามารถแยกแบคทเีรยี B. pumilus ไดจ้าก อวยัวะสบืพนัธุ ์(Gonads) ของปลานิลปกต ิรวมทั �งสตัวท์ี�

อาศยัอยูใ่นนํ�าทะเลหลายชนิด เช่นเดยีวกบั Ghosh et al. (2002) ที�สามารถแยกแบคทเีรยี B. pumilus จาก

ปลายี�สกเทศ (Labeo rohita) ที�แขง็แรงไดเ้ช่นเดยีวกนั ซึ�งการศกึษาเหล่านี�น่าจะเป็นเครื�องยนืยนัถงึความ

ปลอดภยัของเชื�อ B. pumilus ไดเ้ป็นอยา่งด ี

 

 และเมื�อพจิารณาถงึการเจรญิเตบิโตเมื�อพจิารณาจากความยาวและนํ�าหนกัที�เพิ�มขึ�นของปลาในแต่ละ

กลุ่มกลบัพบว่า ตลอดระยะเวลาการเลี�ยงในหอ้งปฏบิตักิารไมพ่บว่าปลาในชุดควบคุมและปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยี

ในอาหารทุกกลุ่มมคีวามแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใด ซึ�งอาจเป็นไปไดว้่าแบคทเีรยี B. pumilus นี�ไมไ่ดม้ี

บทบาทในการกระตุน้การเจรญิของปลาไดห้รอืเป็นไปไดว้่า ช่วงระยะเวลาเพยีง 30 วนั ของการทดลอง อาจจะ

สั �นเกนิกว่าที�จะเหน็ผลของแบคทเีรยี B. pumilus ต่อการเจรญิเตบิโตได ้อยา่งไรกต็ามการศกึษาในส่วนนี�ยงั

ใหผ้ลเช่นเดยีวกบัการศกึษาความยาวของลาํไสข้องปลาทดลองที�พบว่าไม่มคีวามแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลอง

เช่นกนั อยา่งไรกต็ามเมื�อพจิารณาถงึลกัษณะทางจลุพยาธขิองลาํไสส้ามารถพบขอ้แตกต่างที�สาํคญัและ
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น่าสนใจอกีประการหนึ�งคอื ปลากลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารตั �งแต่ 1-5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมคีวาม

ยาวของชั �น Mucosa ค่อนขา้งสั �นกว่าอยา่งเหน็ไดช้ดั  

 

ในส่วนการศกึษาผลของ B. pumilus ต่อการเจรญิเตบิโตของปลานิลนั �นยงัไมม่รีายงานแต่อยา่งใด แต่

สาํหรบัแบคทเีรยีชนิดอื�น ๆ นั �น สามารถพบไดโ้ดยทั �วไป เช่น การศกึษาของ Zhou et al. (2009) ที�พบว่าการ

ใชแ้บคทเีรยี Bacillus coagilans และ Rhodopseumonas palutris โดยการสาดลงไปในนํ�าที�ใชเ้ลี�ยงสามารถ

เสรมิสุขภาพปลาไดเ้ป็นอยา่งด ีและยงัพบว่าการใชแ้บคทเีรยีในลกัษณะดงักล่าวสามารถทาํใหป้ลานิลมกีาร

เจรญิเตบิโตที�สงูขึ�นอยา่งมนียัสาํคญั ซึ�ง Irianto et al. (2002a) ไดร้ายงานว่ากลไกที�เกดิขึ�นน่าจะเป็นผลมาจาก

การที� Probiotics แบคทเีรยีบางชนิดจะมคีวามสามารถมนการกระตุน้ความอยากกนิอาหาร การที�มี

ความสามารถในการสรา้งสารที�มคีวามจาํเป็นต่อรา่งกายของ Host เช่น Vitamins บางชนิด หรอืมี

ความสามารถในการลดความเป็นพษิของสารบางชนิด รวมไปถงึการยอ่ยสลายหรอืทาํลายสารที�ยอ่ยยากบาง

ชนิดอกีดว้ย    

 

6.2.2 ผลต่อระบบภมิูคุ้มกนั 

 

ผลจากการศกึษาการผสมแบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลานิล

ขนาดประมาณ 50 กรมั เป็นเวลา 1 เดอืน ในหอ้งปฏบิตักิาร ไดแ้สดงใหเ้หน็อยา่งชดัเจนว่า ปลาที�ไดร้บั

แบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ในอาหาร จะมกีารตอบสนองทางภมูคิุม้กนั แบบที�ไมจ่าํเพาะเจาะจงได้

ดกีว่ากลุ่มควบคุมอยา่งชดัเจน โดยสงัเกตจากกจิกรรมในการกลนืกนิสิ�งแปลกปลอม ซึ�งไดแ้ก่ ค่า Phagocytic 

activity (PA) ที�พบว่าตลอดระยะเวลาของการเลี�ยง ปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ใน

อาหาร ทุกความเขม้ขน้ จะมคี่า PA สงูกว่ากลุ่มควบคุมในทุก ๆ สปัดาห ์ขณะที�ค่า Phagocytic index (PI) นั �น 

จะพบความแตกต่างในสปัดาหท์ี� 2 ของการทดลองเท่านั �น โดยยงัพบอกีว่าเฉพาะปลา ในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 

Probiotics ในอาหาร ตั �งแต่ 1-5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัเท่านั �น ที�มคี่า  PI แตกต่างกบัปลาในกลุ่มอื�นอยา่งมี

นยัสาํคญั อยา่งไรกต็ามเมื�อพจิารณาถงึค่า Phagocytic efficience (PE) กลบัพบว่า ปลาที� ไดร้บัแบคทเีรยีใน

อาหารมแีนวโน้มของค่า PE สงูกว่าปลาในกลุ่มควบคุมในทุกสปัดาห ์โดยเฉพาะกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี 

Probiotics ในอาหารในอตัรา 1-5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ซึ�งใหผ้ลเป็นไปในทางเดยีวกนักบัการวดัค่า 

Superoxide anion (O2
-
) ที�พบว่าเมด็เลอืดขาวของปลา ที�ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยี Probiotics ในอตัรา 1-5 

กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมัที�มกีารผลติ O2
- 
สงูกว่าปลาในกลุ่มควบคุมในทุก ๆ สปัดาห์   

 

ผลการศกึษาในครั �งนี�ไดแ้สดงใหเ้หน็แลว้ว่า Bacillus pumilus AQBS01 นั �นสามารถกระตุน้กจิกรรม

การกลนืกนิเชื�อโรคและสิ�งแปลกปลอมไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ ซึ�งใหผ้ลคลา้ยกบัการทดลองของ Abd El-

Rhaman et al. (2009) ที�พบว่า การเสรมิแบคทเีรยี Probiotics Micrococcus luteus ในอาหารใหป้ลานิล

ทดลองกนิเป็นเวลา 90 วนั สามารถเพิ�มจาํนวนเซลลเ์มด็ขาว ปรมิาณ Haemoglobin, ค่า Haematocrit ใหม้ี

ความแตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) นอกจากนี�ยงัพบว่าการเสรมิแบคทเีรยี 
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Micrococcus luteus ในอาหารยงัทาํใหป้ลานิลทดลองมคีวามตา้นทานต่อเชื�อ Aeromonas hydrophilla ได้

อยา่งมนียัสาํคญัเมื�อเทยีบกบักลุ่มควบคุมอกีดว้ย เช่นเดยีวกบัการศกึษาของ Taoka et al. (2006) ที�พบว่าการ

เสรมิแบคทเีรยี Probiotics ในอาหารในรปูแบบเซลลเ์ป็นและเซลลต์ายสามารถยกระดบัการตอบสนองทาง

ภมูคิุม้กนัแบบไม่จาํเพาะเจาะจง โดยเฉพาะ Lysozyme activity, กลไกการเคลื�อนตวัของ Nuetrophils และ 

Plasma bactericidal activity ไดด้กีว่าปลาในกลุ่มควบคุม และยงัพบว่าการใหแ้บคทเีรยี Probiotics ในรปูเซลล์

ที�มชีวีติ มแีนวโน้มในการกระตุ้นการทาํงานของระบบภมูคิุม้กนัของปลานิลไดด้กีว่า การใหโ้ดยใชเ้ซลลต์าย

ผสมอาหาร รวมถงึการใส่ลงไปในนํ�าอยา่งชดัเจน นอกจากนี�ยงัส่งผลทาํใหป้ลาที�ไดร้บั Probiotics ในอาหาร

ดงักล่าวสามารถตา้นทานโรคที�มสีาเหตุจากเชื�อแบคทเีรยี Edwardsiella tarda ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ

เช่นเดยีวกนั  ซึ�งใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการทดลองในปลานิลอกีหลายการทดลอง เช่น การใชแ้บคทเีรยี 

Lactobacillus rhamnosus (Pirarat et al. 2006) การใชแ้บคทเีรยี Enterococcus faecium (Wang et al. 2008) 

และการใชแ้บคทเีรยี Bacillus coagulans, B. subtilis และ Rhodopseudomonas palustri (Zhou et al. 2009) 

เหล่านี�ไดแ้สดงใหเ้หน็ชดัเจนว่าการใชแ้บคทเีรยี Probiotics สามารถกระตุน้ระบบภมูคิุม้กนัแบบจาํเพาะเจาะจง

ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ อยา่งไรกต็ามกม็บีางรายงานว่าการใช ้Probiotics บางชนิดกไ็มส่ามารถชกันําใหร้ะบบ

ภมูคิุม้กนัของปลานิลใหส้ามารถทาํงานไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพเพิ�มสงูขึ�นได ้เช่น การศกึษาของ Shelby et al. 

(2006) ที�พบว่า การเสรมิแบคทเีรยี Commercial probiotics ลงในอาหารไมส่ามารถเพิ�มความสามารถของ

ระบบภูมคิุม้กนัของปลานิลได ้ซึ�งใหค้ลา้ยกบัการทดลองของ Gunther and Montealegre (2004) ที�พบว่า การ

เสรมิ Bacillus subtilis ลงไปในอาหารไม่สามารถทาํใหร้ะบบภูมคิุม้กนัของปลานิลมกีารตอบสนองไดด้ขีึ�น

เช่นเดยีวกนั แสดงใหเ้หน็ว่าการใช ้Probiotics ในปลานิลหรอืปลาชนิดใดชนิดหนึ�งนั �น ตอ้งคาํนึงถงึชนิดและ

ประสทิธภิาพของแบคทเีรยีดว้ยเนื�องจาก Probiotics บางชนิดนั �นตอ้งการสภาวะหรอื Host ที�ค่อนขา้งจาํเพาะ

ในการดาํรงชวีติหรอืการเจรญิเตบิโตดว้ยเช่นกนั 

      

ในส่วนของการใช ้B. pumilus เป็น Probiotics ในปลานิลนั �นถอืว่ายงัมจีาํกดัมากเมื�อเปรยีบเทยีบกบั

แบคทเีรยีชนิดอื�น ๆ  มเีพยีงรายงานก่อนหน้านี�เพยีงรายงานเดยีวเท่านั �น คอื การศกึษาของ Aly et al. (2008) 

ที�ไดท้าํการศกึษาการใชแ้บคทเีรยีแบคทเีรยีกว่า 80 isolates  พบว่ามแีบคทเีรยีเพยีง 3 ชนิดเท่านั �น ซึ�งไดแ้ก่ 

B. pumilus, B. firmus และ Cirobacter freundii ที�สามารถยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีก่อโรค 

Aeromonas hydrophila ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ และเมื�อนําแบคทเีรยีเหล่านี�ไปผสมอาหารใหป้ลานิลกนิ เป็น

เวลา 14 วนั แลว้นําปลาทดลองไปทดสอบความสามารถในการตา้นทานเชื�อ Aeromonas hydrophila พบว่า

ปลาในกลุ่มที�ไดร้บั B. pumilus ในอาหารในระดบัตํ�า (10
7
 Cells/g) มอีตัราการรอดตายประมาณ 80% สงูกว่า

ปลาควบคุมและปลากลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus firmus อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิในวนัที� 7 และ 14 ของ

การไดร้บัอาหารตามลาํดบั     

 

อยา่งไรกต็ามเมื�อพจิารณาถงึปรมิาณเมด็เลอืดขาวทั �งหมด (Total leukocyte count; TLC) ของปลาใน

แต่ละกลุ่มพบว่าช่วงระยะเวลาตั �งแต่ก่อนการใหอ้าหาร จนถงึสปัดาหท์ี� 2 ของการใหอ้าหารทดลอง พบว่าปลา

ในแต่ละกลุ่มมคี่า TLC ไมแ่ตกต่างกนั แต่เมื�อเขา้สู่สปัดาหท์ี� 3 และ 4 ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน
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อตัรา 5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคี่า TLC ตํ�ากว่าปลาในกลุ่มอื�น ๆ อยา่งมนียัสาํคญั ซึ�งแตกต่างจากการ

รายงานหลาย ๆ รายงานก่อนหน้านี� เช่น การศกึษาของ Irianto et al. (2002b) และ Irianto et al. (2003) ที�ได้

ทาํการศกึษาการใชแ้บคทเีรยี Vibrio fluvialis, Micrococcus luteus, Aeromonas hydrophila และ 

Carnobacterium sp. ในปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), และ Newaj-Fyzul et al. (2007) ที�ใช้

แบคทเีรยี Bacillus subtilis ในปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) เช่นเดยีวกนั ซึ�งพบว่าภายหลงั

การใหแ้บคทเีรยีเหล่านี�กบัปลาทดลองแลว้จะมผีลทาํใหป้ลามกีารผลติเซลลเ์มด็เลอืดขาว (Leukocytes) ออกมา

มากขึ�นและแตกต่างกบัปลาในกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญั อยา่งไรกต็ามกม็กีารรายงานที�แตกต่างออกไปจาก

ศกึษาเหล่านี�และใหผ้ลคลา้ยกนักบัการศกึษาในครั �งนี�คอื จากการรายงานของ Pieters et al. (2008) ที�ไดท้าํ

การทดลองใชแ้บคทเีรยี Aeromonas sobria และ Brochothrix thermosphacta ในปลา Rainbow trout และ

การศกึษาของ Salinas et al. (2006) ที�ทาํการทดลองใชแ้บคทเีรยี Lactobacillus delbruekkii และ Bacillus 

subtilis (Pdp11, 51M6) ในปลา Sparus aurata ที�พบว่าการใหแ้บคทเีรยีดงักล่าวมผีลทาํใหป้ลาทดลอง การ

สรา้ง Leukocytes ออกมามากในช่วงแรกและลดลงอยา่งมนียัสาํคญัในช่วงทา้ยของการทดลอง ซึ�งสาเหตุที�ทาํ

ใหผ้ลการทดลองมคีวามแตกต่างกนันั �นอาจเป็นผลมาจากหลายส่วน โดยเฉพาะสภาพแวดลอ้มของการวจิยั 

เช่น ชนิดของเชื�อ ชนิดของปลา รปูแบบและปรมิาณการให ้รวมถงึระยะเวลาการใหด้ว้ย อาจเป็นผลทาํใหก้าร

ทดลองมผีลที�แตกต่างกนัออกไป อยา่งไรกต็ามในการศกึษาในครั �งนี�จะพบว่า ปรมิาณ TLC ลดลงเฉพาะในกลุ่ม

ที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบัสงูคอื 3 และ 5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั เท่านั �น ซึ�งลดลงเฉพาะในช่วง 2 

สปัดาหส์ุดทา้ยของการทดลองเท่านั �น ซึ�งอาจเป็นไปไดว้่า เมื�อใหแ้บคทเีรยี Probiotics ในอาหารอยา่งต่อเนื�อง 

อาจเป็นผลใหร้ะบบภูมคิุม้กนัของปลามกีารสรา้ง TLC ออกมามากในช่วงแรกและเมื�อระบบภูมคิุม้กนัมี

ความคุน้เคยต่อเชื�อที�ใหด้งักล่าวและการไดร้บัแบคทเีรยี Probiotics ไมไ่ดท้าํใหเ้กดิผลทางลบต่าง ๆ เช่นการ

เกดิโรค ระบบร่างกายของปลาจะมกีารลดระดบัการสรา้ง TLC ในที�สุด  (Pieters et al. 2008, Salinas et al. 

2006) 
 

 6.2.3 ปริมาณเชื�อแบคทีเรียในลาํไส้ระหว่างการทดลอง 

 

 ในการศกึษาครั $งนี$ไดท้าํการตรวจนับจาํนวนแบคทเีรยีในลาํไสท้ั $งหมด (Total bacterial count; 

TBC) และจาํนวนแบคทเีรยีที�ทนต่อการใชเ้ทคนิค Heat–cold shock เพื�อตรวจสอบจาํนวนแบคทเีรยี Bacillus 

AQBS01 อยา่งครา่ว ๆ ซึ�งแบคทเีรยีชนิดนี$จะมคีุณสมบตัใินการทนต่อความรอ้นเช่นเดยีวกนั เนื�องจากเป็น

แบคทเีรยีที�สามารถสรา้งสปอรไ์ดเ้มื�ออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มที�ไมเ่หมาะสม เช่น การไดร้บัอุณหภมูสิงู  ซึ�งผลจาก

การทดลองพบว่า ในช่วงสปัดาหแ์รกภายหลงัจากการใหอ้าหารทดลองปรมิาณ TBC ของปลาในแต่ละกลุ่มมคี่า

ไมแ่ตกต่างกนั แต่เมื�อเขา้สู่สปัดาหท์ี� 2 ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 1 และ 5 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั กลบัมคี่า TBC แตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญั แต่เมื�อเขา้สู่สปัดาหท์ี� 3 และ 4 ปลาที�ไดร้บั

แบคทเีรยีในอาหารตั $งแต่ 1 และ 5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั จะมคี่า TBC สงูกว่าปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร

ในอตัรา 0.5 กโิลกรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั และกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญั 
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ขณะที�การศกึษาแบคทเีรยีที�ทนต่อการใชเ้ทคนิค Heat–cold shock เพื�อตรวจสอบจาํนวนแบคทเีรยี 

Bacillus pumilus อยา่งครา่ว ๆ กลบัพบว่า เมื�อเริ�มตน้การทดลองก่อนการใหแ้บคทเีรยี Probiotics ในอาหาร 

ระดบัของแบคทเีรยีที�นบัไดใ้นแต่ละกลุ่มมคี่าใกลเ้คยีงกนัมากและมแีนวโน้มเพิ�มสงูขึ�นเรื�อย ๆ จนสิ�นสุดการ

ทดลอง ซึ�งกไ็มพ่บความแตกต่างกนัทางสถติริะหว่างกลุ่มทดลองแต่อยา่งใด จากการทดลองนี�แสดงใหเ้หน็ว่า 

ในปลาปกตโิดยทั �วไปแลว้ จะมปีระชากรของแบคทเีรยีประจาํถิ�น (Normal fuara) ที�มคีวามหลากหลายอยูแ่ล้ว

ซึ�งบางส่วนกม็คีุณสมบตัทิี�สามารถทนต่อความรอ้นและสรา้งสปอรไ์ดเ้ช่นเดยีวกนักบั Bacillus pumilus 
AQBS01 ที�ใชเ้ป็น probiotics ในการทดลองนี$เช่นกนั ทาํใหเ้ป็นการยากที�จะสรปุว่าภายหลงัจากผสม Bacillus 

pumilus ในอาหารเลี$ยงปลาแลว้จะม ี Bacillus pumilus  อยูใ่นสดัส่วนเท่าใดจากประชากรแบคทเีรยีทั $งหมด 

อยา่งไรกต็ามจากรายงานของ Duc et al. (2004) พบว่า Bacillus pumilus  เป็นแบคทเีรยีที�มกีารตอบสนองต่อ

การกระตุน้จากสภาพแวดลอ้มภายในลาํไสไ้ดเ้ป็นอยา่งด ีและสามารถคงทนและยดึเกาะในลาํไสข้องหนูทดลอง

ไดน้านอยา่งน้อย 15 วนั ภายหลงัจากการผสมอาหารใหห้นูทดลองกนิเป็นเวลา 18 วนั สาํหรบัในปลานั �นยงัไม่

มกีารรายงาน ดงันั �นจงึควรมกีารศกึษาต่อเนื�องในประเดน็นี�เพื�อที�จะสรา้งความเชื�อมั �นว่า Bacillus pumilus  
สามารถดาํรงชวีติไดใ้นระบบทางเดนิอาหารของปลาไดจ้รงิ  อยา่งไรกต็ามเมื�อกล่าวถึงความคงทนของ

แบคทเีรยีชนิดนี�เมื�อผสมลงในอาหารปลานิลพบว่า  แบคทเีรยีชนิดนี�จะสามารถคงทนและมชีวีติรอดในอาหาร

เมื�อเกบ็ไวท้ี�อุณหภมู ิ4 และ 25
๐
C นานถงึ 5 สปัดาห ์โดยที�จาํนวนของแบคทเีรยีจะเปลี�ยนแปลงลดลงเลก็น้อย

เท่านั �น  Aly et al. (2008) 

    

          6.2.4 ผลของการเสริมแบคทีเรีย Probiotics Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อการต้านทานโรคที�

เกิดจากเชื%อแบคทีเรีย S. agalactiae  ของปลานิลในห้องปฏิบติัการ  

 

ผลจาการทดสอบประสทิธภิาพของการใหแ้บคทเีรยี  Bacillus pumilus AQBS01 ในอาหารในอตัรา 

0.5-5 กรมั ต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ต่อการตา้นทานโรค S. agalactiae โดยทดสอบใน 3 ลกัษณะทั �งการแช่ ฉีด

และใหท้างระบบทางเดนิอาหารพบว่า การทดสอบโดยการแช่สามารถโน้มนําทาํใหป้ลาเกดิโรคไดน้้อยที�สุด ซึ�ง

แตกต่างกบัการทดสอบโดยวธิกีารฉีดเขา้ช่องทอ้งและการป้อนผ่านทางระบบทางเดนิอาหารที�สามารถ

เหนี�ยวนําใหป้ลาเกดิโรคไดด้กีว่า ซึ�งพบว่าอตัราการตายของปลาจากการทดสอบทั �งสองวธิจีะมคี่าสงูสุด

ประมาณ 45-50% ซึ�งสอดคลอ้งกบั Suanyuk et al. (2008) ที�พบว่าการฉีดเชื�อ S. agalactiae สามารถ

เหนี�ยวนําใหป้ลานิลทดลองเกดิการตายไดต้ั �งแต่ 40-60% และผลจากการทดสอบประสทิธภิาพของการให้

แบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ในอาหารในอตัรา 0.5-5 กรมั ต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ต่อการตา้นทานโรค 

S. agalactiae ในปลานิลในหอ้งปฏบิตักิาร จากการทดสอบดว้ยวธิกีารฉีดและใหผ้่านระบบทางเดนิอาหาร ซึ�ง

เป็นที�น่าสนในว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ในอตัรา 1, 3 และ 5 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั มแีนวโน้มที�ดทีี�สามารถตา้นทานการเกดิโรคที�มสีาเหตุมาจากเชื�อ  S. agalactiae ไดอ้ยา่งมี

ประสทิธภิาพ 
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ผลจากการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารพบว่า  Bacillus pumilus AQBS01 หรอื Bacillus pumilus สามารถ

ยบัยั �งทั �งแบคทเีรยีแกรมบวกโดยเฉพาะ เชื�อ  S. agalactiae รวมถงึ เชื�อแบคทเีรยีแกรมลบ ซึ�งไดแ้ก่ 

Aeromonas spp. และ Flavobacterium sp. ที�เป็นสาเหตุของการเกดิโรคที�สาํคญัในปลานิลในปจัจบุนั ซึ�งเป็นที�

ทราบกนัดวี่าแบคทเีรยีในกลุ่มของ เชื�อ  Bacillus มคีุณสมบตัสิาํคญัในการตา้นทานแบคทเีรยี (Antimicrobial 

properties) ทั �งแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ (Yilmaz et al. 2006) อนัเป็นผลมาจากสามารถในการสรา้ง

โปรตนีที�มคีุณสมบตัใินการยบัยั �งหรอืทาํลายเชื�อแบคทเีรยีในหลาย ๆ กลุ่มออกมานั �นเอง  

  

นอกจากนี�แบคทเีรยี Bacillus ส่วนใหญ่ยงัมคีวามสามารถในการสรา้งเอนไซม ์Catalase ซึ�งถอืว่าเป็น

เอนไซมท์ี�มปีระสทิธภิาพสงูในการทาํลายหรอืลดความรนุแรงของ Active oxygen molecules หรอืสารที�เป็น 

อนุมลูอสิระ (Free radicals) ซึ�งไดแ้ก่ H2O2, O2-, OH
- 
และ 

1
O2 เป็นตน้ ที�ถูกสรา้งขึ�นระหว่างกระบวนการ     

เมตาโบลซิม ที�สามารถทาํลายเซลลห์รอืเนื�อเยื�อของสิ�งมชีวีติโดยทั �วไปได ้ซึ�งหากแบคทเีรยีเหล่านี�สามารถ

ดาํรงชวีติอยูไ่ดใ้นระบบทางเดินอาหารกจ็ะเป็นแหล่งผลติสารตา้นอนุมลูอสิระไดเ้ป็นอยา่งดี นอกจากนี�

คุณสมบตัใินการยดึเกาะกบัเซลลข์อง Host ในระบบทางเดนิอาหาร กเ็ป็นอกีคุณสมบตัหินึ�งของแบคทเีรยีที�เป็น 

Probiotics ที�ด ีซึ�งจะส่งผลใหแ้บคทเีรยีเหล่านี�สามารถยดึเกาะและสรา้งกลุ่มประชากร (Colonization) เพื�อ

ป้องกนักระบวนการกําจดัเซลลใ์นระบบทางเดนิอาหารในกระบวนการ Peristalsis ซึ�งจะเป็นผลใหม้ี

ความสามารถในการแก่งแยง่เพื�อสรา้งประชากรของแบคทเีรยีในระบบนิเวศของทางเดนิอาหารนั �นเอง 

(Alander et al. 1997, Freter, 1992) นอกจากนี�ความสามารถในการยดึเกาะดงักล่าวยงัส่งผลใหเ้กดิการลด

อตัราการเขา้ทาํลายของเชื�อโรคได ้โดยแบคทเีรยี Probiotics จะมสี่วนทาํใหเ้กดิการลดการจบัตวัของเชื�อโรค

กบัโปรตนีตวัรบั (Receptors) ของ Host อยา่งจาํเพาะเจาะจง (Specific blockage) บนผวิเซลลข์องเซลล ์Host 

อกีดว้ย (Otero et al. 2004)  นอกจากนี� แบคทเีรยีที�เป็น Probiotics บางชนิดจะมคีวามสามารถในการสรา้ง 

โปรตนีในกลุ่ม Protease ซึ�งจะมสี่วนช่วยในการย่อยสลายโปรตนีและยงัช่วยป้องกนัการบุกรกุของเชื�อโรคหรอื

สิ�งแปลกปลอมโดยการตดัหรอืยอ่ยสลายโปรตนีที�ใชใ้นการจบักบัเซลลข์อง Host (Receptor sites) บนเซลล์

เยื�อบุผวิของระบบทางเดนิอาหารอกีดว้ย (Czerucka and Rampal, 2002; Patel et al. 2009)  

 

ผลจากการรายงานที�ผ่านมาพบว่าการเสรมิแบคทเีรยี Probiotics ลงในอาหารสามารถเพิ�มอตัราการ

เจรญิเตบิโตและการใชป้ระโยชน์จากอาหารไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ ซึ�งเป็นผลมาจาก Probiotic bacteria จะทาํ

หน้าที�ในการปรบัสมดุลของแบคทเีรยีและสามารถลดแบคทเีรยีก่อโรคในทางเดนิอาหาร และกระตุน้การดดูซมึ

อาหารใหด้ขีึ�นอกีดว้ย (Fuller, 1989) นอกจากนี�ยงัพบว่าแบคทเีรยี Bacillus บางชนิด ยงัสามารถกระตุน้ความ

อยากกนิอาหาร เสรมิสรา้งสารอาหารจาํเป็นบางอยา่งเช่น วติามนิ และยงัช่วยลดความเป็นพษิของสารพษิบาง

ชนิดอกีดว้ย (Irianto and Austin, 2002b)  

 

นอกจากการกระตุน้การทาํงานของ Phagocytes แลว้ ในระบบภูมคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจงแลว้ ใน

ปจัจบุนัไดม้รีายงานว่า B. pumilus ยงัสามารถกระตุน้ใหส้ตัวท์ดลองมกีารตอบสนองในหลาย ๆ ดา้น เช่น การ

กระตุน้ใหส้ตัวท์ดลองมกีารแสดงออกของยนีที�เกี�ยวขอ้งกบัระบบภมูคิุ้มกนัที�สาํคญัหลายหลายชนิดเพิ�มขึ�น
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อยา่งมปีระสทิธภิาพ เช่น Duc et al. (2004) ไดท้าํการทดลองในสภาพหอ้งปฏบิตักิารแลว้ยงัพบว่า B. pumilus 

ยงัสามารถกระตุน้ให ้ Macrophage cell line ของคนใหม้กีารสรา้ง Interleukin-6, Tumor necrosis factors 

(TNF) รวมถงึ Th1 Cytokine gamma interferon (INF gamma) ซึ�งจดัเป็น Proimflammatory cytokines ที�มี

ความสาํคญัต่อการตอบสนองทางภมูคิุม้กน้อยา่งมาก นอกจากนี�ในรายงานเดยีวกนัยงัทาํใหท้ราบว่า B. 

pumilus นี� ยงัสามารถสรา้ง Bacteriocin-like protein ที�มคีวามสามารถในการยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของเชื�อ

แบคทเีรยีก่อโรคไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  และยงัสามารถกระตุน้ใหห้นูทดลองมคี่า anti-spore immunoglobulin 

G titers ต่อเชื�อ Bacillus ชนิดอื�นไดเ้ป็นอยา่งด ี นอกจากนี�  Bottone and Peluso (2003) ไดท้าํการศกึษา

ประสทิธภิาพของแบคทเีรยี B. pumilus สายพนัธุ ์ (MSH) ในการยบัยั �งเชื�อราที�เป็นสาเหตุใหเ้กดิโรคในคนโดย

พบว่า เชื�อแบคทเีรยีดงักล่าวสามารถยบัยั �ง เชื�อราในกลุ่ม Mucoraceae และ เชื�อรา ASpergillus บนอาหาร

เลี�ยงเชื�อไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพนานถงึ 8 วนั นอกจากนี�จากการศกึษาของ De-Souza et al. (1996) ที�พบว่า 

B. pumilus นี�ยงัมคีวามสามารถในการสรา้งเอนไซมใ์นกลุ่ม Phosphatase ที�สามารถทาํใหเ้กดิกจิกรรม 

Phosphatase activity ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ นอกจากนี� Ghosh et al. (2002) ยงัพบว่า B. pumilus เป็น

แบคทเีรยีที�มคีวามสามารถในการผลติเอนไซมใ์นกลุ่ม Protease (Extracellular protease) ที�มคีวามสามารถใน

การยบัยั �ง จลุชพีชนิดอื�นที�เป็นสาเหตุของการเกดิโรคไดเ้ป็นอยา่งด ีดว้ยคุณสมบตัเิหล่านี�จงึเป็นเครื�องยนืยนัว่า 

แบคทเีรยี B. pumilus น่าจะเป็นแบคทเีรยีที�จะนํามาใชเ้ป็นแบคทเีรยี Probiotics ที�มศีกัยภาพสาํหรบัการ

เพาะเลี�ยงปลานิลและสตัวนํ์�าชนิดอื�น ๆ อกีชนิดหนึ�งในอนาคต   ดว้ยเหตุผลเหล่านี�จะสามารถเป็นส่วนที�ใชใ้น

การสนบัสนุนว่าการเสรมิแบคทเีรยี B. pumilus ในอาหารปลาทดลองในการศกึษาครั �งนี� สามารถเพิ�มความ

ตา้นทานของปลาต่อเชื�อก่อโรคได ้ ทาํใหป้ลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารมอีตัราการรอดตายสงูกว่ากลุ่มควบคุม

อยา่งชดัเจน โดยเฉพาะกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในอตัรา 1-5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั        

   

 

 6.2.4 ผลของการเสริมแบคทีเรีย Probiotics Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ต่อความปลอดภยั 

การเจริญเติบโต ระบบภมิูคุ้มกนัและการต้านทานโรคที�เกิดจากเชื%อแบคทีเรีย S. agalactiae ของปลา

นิล ในสภาพการเลี%ยงจริง  

  

เมื�อสิ�นสุดการทดลองในส่วนของการเลี�ยงปลาในสภาพการเลี�ยงจรงิ ทาํใหไ้ดผ้ลและขอ้สรปุของการ

ศกึษาวจิยัในส่วนนี�หลายประการ ซึ�งไดแ้ก่ 

 

6.2.4.1 ผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตที�ได้ 

 

ผลจากการผสมแบคทเีรยี Bacillus pumilus AQBS01 ในอาหารแลว้นําไปใหป้ลากนิในสภาพการเลี�ยง

จรงิ พบว่าปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร ในระดบั 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนัทุกวนัเป็น

เวลา 110 วนั ทาํใหม้ผีลผลติโดยคดิเป็นนํ�าหนกัเฉลี�ยต่อกลุ่ม อตัราการเปลี�ยนอาหารเป็นเนื�อและรายได ้ (ยงั
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ไมห่กัค่าใชจ้า่ย) ดกีว่าปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5 กรมั/อาหาร 1 

กโิลกรมั แต่กไ็มม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่งใด  (ตารางที� 2) 

 

อยา่งไรกต็ามเมื�อพจิารณาถงึอตัราการเพิ�มนํ�าหนกัต่อวนัในช่วงแรกของการทดลองปลาทดลองในแต่

ละกลุ่มจะมอีตัราการเพิ�มนํ�าหนกัอยูใ่นเกณฑท์ี�ดมีากไปจนถงึช่วงกลางของการทดลองแต่ภายหลงัจากคุณภาพ

นํ�าในแมนํ่�าเริ�มลดตํ�าลงและปลาเริ�มปว่ย ปรากฏว่าอตัราการเพิ�มของนํ�าหนกัตวักลับปรบัตวัลดลงอยา่งมาก

ทั �งนี�มสีาเหตุอนัเนื�องมาจากปลาทดลองทุกกลุ่มไมก่นิอาหาร ทาํใหช้่วงทา้ยของการทดลองอตัราการเพิ�ม

นํ�าหนกัของปลามคี่าลดตํ�าลงอยา่งเหน็ไดช้ดั 

 

และเมื�อพจิารณาถงึความยาวของลาํไสข้องปลาในแต่ละกลุ่ม เป็นที�น่าสงัเกตว่าภายหลงัการใหอ้าหาร

ทดลองในสปัดาหท์ี� 5 และ 6 ลาํไสข้องปลาในกลุ่มที�ไดร้บัอาหารผสมแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 

ทุกกลุ่มมคี่าความยาวแตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญั ซึ�งแตกต่างจากการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารที�

พบว่าการใหอ้าหารที�ผสมแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ต่อเนื�องกนั เป็นเวลา 4 สปัดาหก์ลบัไมม่ผีลทาํใหค้วาม

ยาวลาํไสข้องปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีมคี่าแตกต่างกนักบักลุ่มควบคุม ทั �งนี�อาจเป็นไปไดว้่า การที�ปลานิลทดลอง

ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหารในระยะเวลาที�ยาวนานกว่า 4 สปัดาห ์จะมผีลทาํให ้ความยาว

ลาํไส ้ซึ�งโดยปกตจิะมมีดักลา้มเนื�อเรยีบที�ทาํงานภายนออกอํานาจจติใจมกีารขยายตวัออก ในสภาพการเลี�ยง

จรงิ อยา่งไรกต็ามเมื�อการทดลองดาํเนินมาถงึช่วงกลางของการทดลอง ปรากฏว่าความยาวลาํไสข้องปลาในทุก

กลุ่มทดลองกลบัมคี่าไมแ่ตกต่างกนัจนถงึสิ�นสุดการทดลอง  

 

6.2.4.2 ความสมัพนัธข์องคณุภาพนํ%าและสาเหตโุน้มนําที�ทาํให้ปลาเกิดโรค  

 

 จากการศกึษาในครั $งนี$ไดแ้สดงใหเ้หน็ได้เป็นอยา่งดวี่าปจัจยัแวดลอ้มโดยเฉพาะการเปลี�ยนแปลง

ของคุณภาพนํ$านั $น น่าจะเป็นปจัจยัที�สาํคญัที�สุดที�โน้มนําทาํใหป้ลาเกดิโรค ซึ�งเมื�อพจิารณาแลว้เหน็ว่าคุณภาพ

นํ$าที�มผีลต่อการโน้มนําทาํใหป้ลาเกดิโรค เช่น ปรมิาณออกซเิจนในนํ$า ความขุ่ นใสของนํ$า หรอืการเปลี�ยนแปลง

อยา่งฉบัพลนัของปจัจยัแวดลอ้มอื�น ซึ�งโดยเฉพาะอยา่งยิ�ง การเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูทิี�เมื�อเพิ�มสงูขึ$นเกนิ

ระดบัความเหมาะสมต่อการเจรญิของปลาสามารถส่งผลต่อตวัปลาทั $งทางตรงและทางออ้ม เช่น ทาํใหป้ลากนิ

อาหารลดน้อยลง ซึ�งสามารถส่งผลกระทบต่อเนื�องเป็นลกูโซ่ในหลาย ๆ ดา้น จนอาจทาํใหป้รมิาณแบคทเีรยี

Probiotics ที�ใส่ลงไปลดลงอยา่งมาก ดงัจะเหน็ไดจ้ากการลดลงของปรมิาณแบคทเีรยีที�ผ่านการทาํ Heat-cold 

shock ที�ลดลงอยา่งมากก่อนที�ปลาจะแสดงอาการของการเกดิโรค รวมทั $งผลโดยตรงต่อการตอบสนองทาง

ภมูคิุม้กนัที�จะลดลงอยา่งรวดเรว็ในกรณทีี�นํ$ามอุีณหภมูสิงูเกนิกว่าระดบั 31 
๐
C เป็นตน้  

 

นอกจากนี�ยงัพบว่าก่อนการเกดิโรคระบาด ปรมิาณแบคทเีรยีที�ตรวจนบัโดยวธิ ีHeat-cold shock ใน

กลุ่มควบคุมเริ�มมจีาํนวนลดลงอยา่งรวดเรว็และน้อยกว่ากลุ่มทดลองอื�นอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิซึ�งหลงัจาก

นั �นปลาในกลุ่มควบคุมกเ็ริ�มเกดิโรคและตายลงอยา่งรวดเรว็ในเวลาดงักล่าว อยา่งไรกต็ามภายหลงัจากการเกดิ
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โรคในปลากลุ่มควบคุมประมาณ 2 สปัดาห ์ปรมิาณแบคทเีรยีที�ตรวจนบัโดยวธิี Heat-cold shock ของทุกกลุ่ม 

กลบัมคี่าตํ�าลงเรื�อย ๆ และเคลื�อนไหวในระดบัตํ�า ๆ จนสิ�นสุดการทดลอง ขณะที�ปรมิาณแบคทเีรยีทั �งหมดใน

ลาํไสก้ลบัมคี่าค่อนขา้งคงที�ตลอดการทดลอง ซึ�งเป็นที�น่าสงัเกตว่าภายหลงัจากการที�นํ�าในแมนํ่�ามคีุณภาพนํ�า

โดยเฉพาะปรมิาณ DO ลดลงเหลอืเพยีง 1-1.5 มลิลกิรมั/ลติร ไดส้่งผลใหป้ลาทดลองทุกกลุ่มหยดุกนิอาหาร

หรอืกนิอาหารน้อยมากจนสิ�นสุดการทดลอง แสดงใหเ้หน็ว่าผลของการอดอาหารและการเปลี�ยนแปลง

สภาพแวดลอ้มอยา่งรนุแรงอาจเป็นสาเหตุโน้มนําใหเ้กดิการตายจากการเกดิโรคของปลาตามมา นั �นเอง  

 

 โดยในส่วนของอุณหภมูนิั �น Ndong et al. (2007) ไดท้าํการศกึษาในปลาหมอเทศ (Oreochromis 

mossambicus) พบว่าปลาที�ถูกนําไปอยูใ่นสภาพแวดลอ้มที�มอุีณหภมูสิงูกว่า 31
๐
C หรอืตํ�ากว่า 19

๐
C จะมผีล

ใหป้ลามอีตัราการรอดตายตํ�ากว่าปลาที�อยูใ่นสภาวะปกตหิรือแตกต่างจากปกตเิลก็น้อยอยา่งชดัเจน ทั �งนี�เป็น

ผลเนื�องมาจากสภาวะดงักล่าวจะส่งผลต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลาโดยตรง โดยจะมผีลทาํให ้ปรมิาณ Total 

leokocytes, กระบวนการ Respiratory burst, Phagocytic activity และ Phagocytic index ลดตํ�าลงอยา่งมี

นยัสาํคญั และเมื�อทดสอบความตา้นทานโรค Streptococcosis ที�มสีาเหตุมาจากเชื�อ S. iniae ของปลาใน

สภาพดงักล่าว พบว่าปลาที�อยูใ่นสภาพที�มอุีณหภมูสิงูกว่า 31
๐
C โดยเฉพาะที� 35

๐
C ปลาจะยอมรบัเชื�อ S. 

iniae ไดด้มีากและทาํใหเ้กดิอตัราการตายสงูถงึ 50-60%  ซึ�งใหผ้ลคลา้ยกบั Verma et al. (2007) ที�พบว่าปลา

ไน (Cyprinus capio) ที�ไดร้บัการปรบัอุณหภมูขิองนํ�าจาก 26
๐
C ไปเป็น 36

๐
C จะมผีลทาํใหป้ลามจีาํนวน 

Leukoctyes ในเลอืดและค่า Respiratory burst activity ลดลงอยา่งมนียัสาํคญั นอกจากนี� จากการายงานของ 

Decostere et al. (1999) ไดพ้บว่าสภาพของนํ�าที�มอุีณหภมูิที�สงู จะมผีลกระตุน้ทาํใหเ้ชื�อ Flavobacterium 

columnarae มคีวามสามารถในการยดึเกาะกบัปลา  Common carp โดยเฉพาะตําแหน่งของเหงอืกและผวิหนงั 

ส่งผลทาํใหป้ลาเกดิโรคและมอีตัราการตายที�รนุแรงตามมาได ้ซึ�งจากการทดลองครั �งนี�กพ็บว่าช่วงที�ปลานิลเกดิ

โรคระบาดรนุแรงในกระชงัทดลองนั �น แบคทเีรยีชนิดดงักล่าวกเ็ป็นชนิดที�สามารถแยกไดจ้ากปลาปว่ยมากที�สุด  

 

 นอกจากอุณหภมูแิลว้ ปจัจยัคุณภาพนํ�าที�มกีารเปลี�ยนแปลงและส่งผลต่อปลามากอยา่งหนึ�งคอื 

ปรมิาณออกซเิจนละลาย (DO) ที�พบว่ามคี่าลดตํ�าลงในช่วงทา้ย ๆ ของการเลี�ยงและส่งผลใหป้ลาทดลองทยอย

ปว่ยและตายเป็นจาํนวนมากเช่นกนั ซึ�ง Bowden (2008) ไดใ้หข้อ้สงัเกตว่าปลาที�เลี�ยงในกระชงั โดยทั �วไปนั �น

จะมโีอกาสที�จะไดร้บัผลกระทบจากการขาดออกซเิจนไดน้้อยกว่าปลาที�เลี�ยงในบ่อ แต่ถา้เกดิมภีา วการณ์ที�มวล

นํ�าที�ม ีDO ตํ�าพดัผ่านเขา้มา จะทาํใหก้ารแกไ้ขปญัหานั �นทาํไดย้ากกว่าปลาที�เลี�ยงในบ่อและผลกระทบนั �นจะ

เกดิรนุแรงมากน้อยขึ�นอยูก่บัว่ามวลนํ�าที�ผ่านเขา้มาจะมคีุณสมบตัอิยา่งไร เช่น มวลนํ�ามสีารอนิทรยีม์ากและมี

การไหลผ่านพื�นที�การเลี�ยงอยา่งต่อเนื�อง ผลกระทบของปลาต่อการขาด DO กจ็ะรนุแรงมากตามไปดว้ย ซึ�งเมื�อ

พจิารณาถงึรายงานที�ผ่านมากพ็บว่า การลดลงของ DO นั �น ไดส้่งผลกระทบโดยตรงทางลบต่อระบบภูมคิุม้กนั

ในหลาย ๆ ดา้น เช่น Walker et al. (2007) พบว่าปลา Channel catfish ที�ไดร้บัออกซเิจนในระดบัตํ�ากว่า 2 

มลิลกิรมั/ลติร จะมผีลทาํใหป้ลามรีะดบัของ Complement haemolytic activity ลดตํ�าลงอยา่งมนียัสาํคญั  

นอกจากนี� Boleza et al. (2001)  ไดท้าํการทดลองในปลา Mummichug (Fundulus heteroclitus) พบว่าเมื�อ

ปลาอยูใ่นสภาพที�ขาดออกซเิจน (Hypoxia) จาํมผีลทาํใหเ้ซลลท์ี�เกี�ยวข้องกบัระบบภมูคิุม้กนัในไตส่วนหน้า มี
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ความสามารถในการสรา้ง Reactive oxygen species และ ประสทิธภิาพในกระบวนการทาํลายเชื�อแบคทเีรยี

ก่อโรค (Bactericidal activity) ลดลงอยา่งมนียัสาํคญัเช่นกนั ขณะที�  Ortuno et al. (2002)  กพ็บว่า 

Leukocytes ที�แยกไดจ้ากไตส่วนหน้าของปลาที�อยูใ่นสภาพ Hypoxia จะมกีจิกรรม Respiratory burst ลดลง

อยา่งมนียัสาํคญัเช่นกนั นอกจากนี� Cecchini and Saroglia (2002) ยงัพบว่าปลา Sea bass (Dicentrarchus 

labrax) ที�อยูใ่นสภาพ Mild hypoxia จะมรีะดบั Antibody ในกระแสเลอืด น้อยกว่าปลาที�อยูใ่นสภาวะปกตอิยา่ง

มนียัสาํคญั      

 

 ดว้ยสาเหตุของการเปลี�ยนแปลงของคุณภาพนํ�าทั �ง อุณหภมูแิละออกซเิจน ในสภาพการทดลองใน

การศกึษาครั �งนี�เป็นสิ�งที�แสดงใหเ้หน็ความสอดคลอ้งของการเกดิโรคระหว่างการทดลองไดเ้ป็นอยา่งดี และเมื�อ

พจิารณาแลว้การเปลี�ยนแปลงดงักล่าวจะสามารถโน้มนําใหป้ลาเกดิความเครยีด (Stress) ซึ�งเป็นผลมาจากการ

ตอบสนองทางสรรีะวทิยาเพื�อพยายามปรบัตวัใหร้อดพน้จากการเปลี�ยนแปลงที�เกดิขึ�น ซึ�งผลของการ

ตอบสนองเบื�อตน้ (Primary response) เรยีกว่าการตอบสนองความเครยีดต่อการเปลี�ยนแปลงของ

สภาพแวดลอ้ม (Environmental stress) นั �นเอง โดยจะเป็นผลมาจากการกระตุน้การทาํงานประสานกนัของ

อวยัวะและเนื�อเยื�อที�สาํคญั 2 ส่วนคอื Hypothalamic-pituitary-interenal tissues และ Hypothalamic-

chromaffin axes ส่งผลใหเ้กดิการหลั �งฮอรโ์มนที�เกี�ยวกบัความเครยีดหลายชนิด ซึ�งไดแ้ก่  Adrenocorticotropic 

hormone, Cortisal,  Catecholamine และการเพิ�มของกลโูคสในกระแสเลอืด (Sapolsky et al. 2000; Grutter 

and Pankhurst, 2000) โดยผลของการหลั �งฮอรโ์มนดงักล่าว จะมผีลทาํใหเ้กดิผลกระทบในดา้นลบดงัที�กล่าว

มาในขา้งตน้ทั �งสิ�น ซึ�งจะส่งผลต่อเนื�องให้ ปลายอมรบัเชื�อโรคไดง้า่ยและเกดิการตายอยา่งรนุแรงตามมาในทา้ย

ทสีุด    

  

6.2.4.3. ผลต่อการต้านทานโรค Streptococcosis และอตัราการรอดตาย 

 

เนื�องจากในช่วงปีที�ทาํการทดลองพบว่าการเกดิโรคในปลานิลนั �นไดเ้ปลี�ยนแปลงไปจากการระบาด

ในช่วงก่อนปี 2551 มาก ซึ�งสาเหตุส่วนใหญ่จากที�สงัเกตจากสภาพการเลี�ยงจรงิของเกษตรกรและการ

ตรวจสอบในหอ้งปฏบิตักิาร พบว่าปลาที�เป็นโรคแสดงอาการของโรค Streptococcosis สามารถตรวจพบใน

ความถี�ที�น้อยมาก โรคที�ทาํใหเ้กดิการตายของปลานิลในปจัจบุนั สามารถตรวจพบแบคทเีรยีหลายชนิด 

โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง Flavobacterium spp. ซึ�งสามารถพบการเกดิโรคไดบ้่อยครั �งที�สุด รองลงมาไดแ้ก่ 

Aeromonas spp. และ Streptococcus spp. และ Streptococcus agalactiae ตามลาํดบั รว่มกบัการเกดิโรคที�มี

สาเหตุมาจากปรสติภายนอกเช่น เหบ็ระฆงั (Trichodina spp.) และกลุ่มของพวก ปลงิใส (Monogene) ผลจาก

การศกึษาที�ผ่านมาจงึไมอ่าจชี�ชดัว่า  การผสมแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 (B. pumilus) ในอาหาร

สามารถตา้นทานการเกดิโรค Streptococcosis ได ้ในสภาพการเลี�ยงจรงิ อยา่งไรกต็ามเป็นที�น่าสนใจเป็นอยา่ง

ยิ�งว่าผลจากการเลี�ยงปลาในสภาพจรงิจากการศกึษาครั �งนี�สามารถทาํใหป้ลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร

ในระดบั 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนัทุกวนัเป็นเวลา 110 วนั สามารถตา้นทานการเกดิ

โรคที�ทาํใหป้ลานิลตายไดอ้ยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิแตกต่างกบักลุ่มควบคุ มและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร
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ในระดบั 0.5 กโิลกรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั อยา่งชดัเจน แต่กไ็มส่ามารถตา้นทานการเกดิโรคดงักล่าวไดเ้มื�อ 

เวลาผ่านไปจนถงึสิ�นสุดการทดลอง โดยเฉพาะช่วงที�ปลามขีนาด 600-700 กรมั ซึ�งเป็นช่วงทา้ย ๆ ของการ

เลี�ยง และถงึแมว้่าที�สิ�นสุดการทดลองปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 1.0 และ 3.0 กรมั/อาหาร 

1 กโิลกรมั จะมอีตัราการรอดตายที�สงูกว่า กลุ่มควบคุมและกลุ่มปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารในระดบั 0.5 

กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั แต่กไ็มม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติแิต่อยา่ งใด ทั �งนี�จากการพจิารณาตวัเลขแลว้พบว่า

ปลาในแต่ละกลุ่มมคีวามแปรปรวนของอตัราการตายที�ค่อนขา้งสงู  

 

สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

 1. ผลจากการใชเ้ทคนิคทางอณูวทิยาโมเลกุลและการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมไีดพ้สิจูน์ใหเ้หน็

ว่าแบคทเีรยี Bacillus สายพนัธุ ์AQBS01 ที�แยกไดจ้ากธรรมชาตนิี$ มคีุณลกัษณะเหมอืนกบัแบคทเีรยี Bacillus 

pumilus มากที�สุด จงึสามารถสนันิษฐานและลงความเหน็ไดว้่า แบคทเีรยีชนิดที�ใชท้ดลองในครั $งนี$เป็น

แบคทเีรยี Bacillus pumilus 

 

 2. จากการทดลองในครั $งนี$ไดแ้สดงใหเ้หน็อยา่งชดัเจนแลว้ว่า แบคทเีรยี  Bacillus pumilus 

AQBS01 ที�แยกไดจ้ากธรรมชาตคิรั �งนี�สามารถเพิ�มอตัราการตอบสนองทางภมูคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง

ของปลานิลไดอ้ยา่งชดัเจนในหอ้งปฏบิตักิาร โดยสงัเกตจากกระบวนการการกลนืกนิเชื$อโรคหรอืสิ�งแปลกปลอม 

(Phagocytosis) ซึ�งถอืเป็นภมูคิุม้กนัด่านแรกที�ปลาใชใ้นการตอบสนองต่อเชื$อโรคภายหลงัที�ไดผ้่านสิ�งกดีกั $น

จากภายนอก (Physical barriers) เขา้มาในตวัปลาแลว้ รวมไปถงึปรมิาณ O2
-
 ซึ�งเป็นดชันีที�บ่งถงึระดบัการเกดิ 

Respiratory burst ของ Phagocytes ที�ทาํหน้าที�ในการกลนืกนิเชื$อโรคหรอืสิ�งแปลกปลอม  ซึ�งพบว่าการให ้

Bacillus pumilus เป็น Probiotics ผสมในอาหารในอตัรา 1-5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนัเป็นเวลา 1 

เดอืน สามารถเพิ�มอตัราการตอบสนองดงักล่าวไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยไมท่าํใหป้ลาทดลองเกดิความ

ผดิปกตทิั $งในส่วนของรา่งกายและการเจรญิเตบิโต รวมถงึพฤตกิรรมระหว่างการเลี$ยงดว้ย ซึ�งการศกึษา

ดงักล่าวใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการอตัราการรอดตายของปลานิลทดลองภายหลงัจากทดสอบความสามารถในการ

ตา้นทานโรคต่อเชื$อ Streptococcus agalactiae ที�พบว่าปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus ในอาหารใน

อตัรา 1-5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั สามารถตา้นทานเชื$อ Streptococcus agalactiae ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ

ในหอ้งปฏบิตักิาร 

 

 3. ผลการศกึษาการนําเอาแบคทเีรยี Bacillus pumilus ไปทดลองใชก้บัสภาพการเลี�ยงจรงิในกระชงั 

ในพื$นที�อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ีซึ�ง เป็นพื$นที� ๆ มกีาระบาดของเชื$อ Streptococcus 
agalactiae อยา่งหนกัอยูทุ่ก ๆ ปี  โดยใชเ้วลาในการเลี$ยงทั $งสิ$น 110 วนั โดยเริ�มตั $งแต่ วนัที� 2 กุมภาพนัธ ์

2552 จนถงึ วนัที� 18 มถุินายน 2552 วนั และไมม่กีารใช้ยาหรอืสารเคมใีด ๆ ตลอดระยะเวลาการเลี$ยง พบว่า

การใหแ้บคทเีรยีดงักล่าวในอาหารอตัรา 1 และ 3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั ต่อเนื�องกนั สามารถป้องกนัโรคการ

เกดิโรคไดอ้ยา่งชดัเจนและมอีตัราการรอดตายแตกต่างกบัปลาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีใน
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อาหาร 0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั อยา่งมนียัสาํคญั ใน ช่วงกลางเดอืนเมษายน ที�มกีารระบาดของโรคในปลา

ทดลองอยา่งหนกั อยา่งไรกต็ามเมื�อมกีารเปลี�ยนแปลงของคุณภาพนํ$าในแมนํ่$าอยา่งต่อเนื�อง ปลาทดลองในทุก

กลุ่มเริ�มกนิอาหารลดลงและหยดุกนิอาหารเป็นเวลานาน ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรี ยในอาหาร 1 และ 3 กรมั/

อาหาร 1 กโิลกรมั เริ�มแสดงอาการปว่ยของโรคและทยอยตายเช่นเดยีวกนั  ในช่วงปลายเดอืนเมษายนถงึตน้

เดอืนพฤษภาคม และเมื�อสิ$นสุดการทดลองปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus pumilus ในอาหารในอตัรา 1 

กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มอีตัราการตายตํ�าสุดที�ประมาณ 20% ใกลเ้คยีงกบัปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีใน

อาหาร  3 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมัที�มอีตัราการตายประมาณ 23% ขณะที�ปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 

0.5 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั และกลุ่มควบคุมมอีตัราการตายใกลเ้คยีงกนัที�ประมาณ 27% และ 30% ตามลาํดบั 

 

 4. เมื�อพจิารณาถงึตน้ทุนในการผลติแบคทเีรยีพบว่า ตน้ทุนทั $งหมดที�ใชใ้นการผลติแบคทเีรยี 

Bacillus pumilus AQBS01 1 กรมั นํ�าหนกัเปียก คดิเป็นเงนิ 2.96 บาท (ภาคผนวก) นอกจากนี�ในการศกึษาใน

ครั �งนี�ยงัพบว่า ไมม่กีารใชย้าและสารเคมใีด ๆ ระหว่างการเลี�ยงเลย ทาํใหส้ามารถลดตน้ทุนในส่วนที�เกดิขึ�น

จากการยาปฏชิวีนะและสารเคมไีด ้100%  

 

 5. จากการศกึษาครั $งนี$แสดงใหเ้หน็ขอ้มลูที�สาํคญัของความสมัพนัธข์องคุณภาพนํ$าและการเกดิโรค

ของปลานิลทดลอง เนื�องจากถงึแมว้่าแบคทเีรยี Bacillus pumilus จะสามารถเพิ�มความตา้นทานของแบคทเีรยี

ก่อโรคได ้แต่เมื�อใดกต็ามที�คุณภาพนํ�าในพื�นที�การเลี�ยงมกีารเปลี�ยนแปลงในทาง ที�เลวรา้ยลง อยา่งรวดเรว็และ

ต่อเนื�อง สาเหตุดงักล่าวจะส่งผลต่อปลาที�เลี$ยงอยูใ่นหลายดา้น โดยเฉพาะการเพิ�มหรอืลดลงของอุณหภมูใิน

รอบวนัที� สงูมากกว่าปกต ิเช่น ที�ระดบัสงูกว่า 32 
๐
C จะส่งผลใหป้ลามกีารปรบัตวัทางสรรีะวทิยาและใช้

พลงังานในการปรบัตวัดงักล่าวอยา่งมาก ซึ�งอาจส่งผลต่อเนื�องใหเ้กดิความเครยีดตามมา ซึ�งส่งผลต่อเนื�องให้

ระบบภูมคิุม้กนัของปลามกีารตอบสนองที�ดอ้ยประสทิธภิาพลงไป นอกจากนี$การปรบัตวัดงักล่าวอาจส่งผล

ต่อเนื�องถงึประชากรของแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารทาํให้สมดุลของแบคทเีรยีที�เป็นประโยชน์ในระบบ

ทางเดนิอาหารเสยีไป ซึ�งจะเป็นสาเหตุโน้มนําทาํใหป้ลาเกดิโรคไดง้า่ยและก่อใหเ้กดิความเสยีหายตามมาใน

ที�สุด 

 นอกจากนี$ในพื$นที�การเลี$ยงทดลอง พื$นที�ลุ่มแมนํ่$าท่าจนีในเขตพื$นที�อําเภอเดมิบางนางบวชนั $น เป็น

พื$นที�เกษตรกรรมที�มกีารเพาะปลกูขา้วอยูโ่ดยรอบเป็นจาํนวนมาก เมื�อถงึฤดกูารเพาะหรอืเกบ็เกี�ยวเกษตรกร

จะมกีารระบายนํ$าจากพื$นที�เพาะปลกูลงสู่ลาํคลองสาขาของแมนํ่$าท่าจนี ซึ�งโดยทั �วไปแลว้กรมชลประทานจะมี

ประตูปิดกั $นตลอดสาขาตลอดลาํนํ$า แต่เมื�อใดกต็ามเมื�อถงึฤดกูาลเพาะหรอืเกบ็เกี�ยวนํ$าทิ$งที�เกษตรกรปล่อยลง

สู่ลาํนํ$าสาขาที�ถูกกกัไวน้ั $นจะถูกปล่อยลงสู่แมนํ่$าโดยตรงและจะเกดิขึ$นในช่วงเดอืนพฤษภาคมถงึเดอืน

กรกฎาคมของทุกปี ซึ�งเป็นที�ทราบกนัว่านํ$าดงักล่าวเป็นมวลนํ$าที�ปนเปื$อนดว้ยสาอนิทรยีใ์นปรมิาณสงูทาํใหเ้กดิ

อตัราการยอ่ยสลายอยา่งต่อเนื�อง ส่งผลต่อเนื�องใหป้รมิาณ DO ในลาํนํ$าลดตํ�าลงอยา่งมาก ซึ�งจากการวดั

ปรมิาณ DO ช่วงวกิฤตดงักล่าวพบว่ามคี่า DO ในระดบัที�ตํ�าเพยีง 1.0-1.5 มลิลกิรมั/ลติรเท่านั $น แต่เป็นที�น่า

สงัเกตว่าปลาในกระชงัทดลองทุกกลุ่มไมม่กีารลอยหวัหรอืลอยหุบอากาศที�ผวินํ$า แต่จะมกีารปรบัตวัโดย

ลอยตวัอยูน่ิ�ง ๆ ในกระชงัและไมก่นิอาหารต่อเนื�องเป็นเวลานาน  
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 ดว้ยสาเหตุทั $งการเปลี�ยนแปลงของอุณหภมูิที�สงูขึ$นและการลดตํ�าลงของออกซเิจนดงักล่าวจะเป็น

สาเหตุที�สาํคญัที�ทาํใหป้ลาเกดิสภาวะเครยีด ยอมรบัเชื$อโรคไดง้า่ย อกีทั $งการที�ปลาไมก่นิอาหารอาจส่งผลถงึ

สมดุลแบคทเีรยีในระบบทางเดนิอาหารของปลา ทาํใหไ้ มส่ามารถควบคุมปรมิาณแบคทเีรยีที�เป็นประโยชน์ให้

อยูใ่นทางเดนิอาหารของปลาได ้และจากการที�นํ$าที�มสีารอนิทรยีป์นเปื$อนในปรมิาณสงู กอปรกบัอุณหภมูทิี�

สงูขึ$น จะทาํใหเ้ชื$อแบคทเีรยีในนํ$าส่วนใหญ่มกีารเพิ�มจาํนวนอยา่งรวดเรว็ ผลกระทบจากการเปลี�ยนแปลงของ

ปจัจยัดงักล่าวทั $งมวลขา้งตน้ จะเป็นสาเหตุ สาํคญัใหป้ลายอมรบัเชื$อโรคและเกดิโรคที�รนุแรง ก่อใหเ้กดิ การตาย

และความเสยีหายที�รนุแรงตามมาในที�สุด  

 

 6. อยา่งไรกต็ามในการระบาดของโรคในปีที�ทาํการทดลองนี$ ปรากฏว่าแบคทเีรยีที�เป็นสาเหตุของการ

เกดิโรคภายหลงัจากการตรวจวนิิจฉยัในหอ้งปฏบิตักิารและการตรวจในภาคสนาม กลบัพบว่า เชื$อที�เป็นตรวจ

พบและเป็นสาเหตุของการเกดิโรคและการตายของปลา กลบัเป็นกลุ่มแบคทเีรยี Flavobacterium sp. ซึ�ง

สามารถแยกไดจ้ากทั $งภายนอกตวัปลาและภายในตวัปลา ซึ�งเชื$อดงักล่าวมกีลไกในการทาํลายผิ วหนงัภายนอก

ตวัปลาทาํใหเ้กดิแผลและรอยด่าง ตกเลอืดตามลาํตวัอยา่งชดัเจน นอกจากนี$ยงัสามารถแยกเชื$อในกลุ่ม

แบคทเีรยี Aeromonas spp. ไดเ้ช่นเดยีวกนั ขณะที�เชื$อ Streptococcosis นั $น แถบจะไมม่กีารตรวจพบเลย

ระหว่างการทาํการทดลอง ดงันั $นจงึไมส่ามารถสรปุไดว้่าการทดลองใ นพื$นที�การเลี$ยงจรงิเชื$อแบคทเีรยี Bacillus 

pumilus ที�ใชเ้ป็น แบคทเีรยี Probiotics ในครั �งนี�สามารถป้องกนัการเกดิโรคที�มสีาเหตุมาจากเชื$อ 

Streptococcus agalactiae ได ้อยา่งไรกต็ามเมื�อนําเชื$อแบคทเีรยี Flavobacterium sp. และเชื�อ 

Aeromonas spp. ที�แยกไดจ้ากปลาปว่ยนี�ไปทดสอบความสามารถในการยบัยั �งโดยใชแ้บคทเีรยี Bacillus 

pumilus ในหอ้งปฏบิตักิาร ปรากฏว่าเชื�อ Bacillus pumilus ที�ใชใ้นการทดลองครั �งนี�ยงัสามารถยบัยั �งเชื�อที�เป็น

สาเหตุของการเกดิโรคดงักล่าวไดเ้ป็นอยา่งดี นอกจากนี�ควรมกีารศกึษาประสทิธภิาพของ Bacillus pumilus ใน

รปูสปอรเ์พิ�มเตมิ เนื�องจากมบีางรายงานใหข้อ้มลูปจัจบุนัว่า การใชแ้บคทเีรยี Probiotics ในรปูของสปอรน์ั �นจะ

สามารถกระตุน้การทาํงานของระบบภมูคิุม้กนัไดด้กีว่าและสามารถทนทานต่อสภาพแวดลอ้มในระบบทางเดิ น

อาหารไดด้กีว่า รวมทั �งการศกึษาความไวของเชื�อต่อยาปฏชิีวนะที�มใีชก้นัอยูใ่นปจัจบุนัซึ�งจะทาํใหก้าร

ประยกุตใ์ช ้Bacillus pumilus มปีระสทิธภิาพมากยิ�งขึ�นในอนาคต 

 

 7. ขอ้มลูจากการศกึษาในครั $งนี$ ทาํใหท้ราบขอ้เทจ็จรงิประการหนึ�งคอื การเกดิโรคในปลา นิลนั $นจะมี

รปูแบบของการระบาดในช่วงเวลาวกิฤตสิาํหรบัสตัวนํ์$า นั $นคอื ในช่วงที�มอีากาศรอ้นตดิต่อกนัเป็นเวลานาน 

และมฝีนตก ฟ้าครึ$มตดิต่อกนั หรอืช่วงรอยต่อระหว่างฤดู  เช่นรอ้นและฝน หรอืปลายฝนตน้หนาว  ถอืเป็นจดุ

เปราะบางของการเกดิโรคในสตัวนํ์$าโดยทั �วไป ที�จะสามารถเหนี� ยวนําใหป้ลาอ่อนแอและเกดิโรคระบาดไดง้า่ย 

และเกษตรกรจะเผชญิกบัโรคใหม ่ๆ เสมอ ดงันั $นเกษตรกรที�เลี$ยงปลานิลควรตระหนกัถงึปญัหาดงักล่าวนี$ และ

ควรวางแผนในการป้องกนัอยา่งเป็นระบบ เช่น การตดิเครื�องใหอ้ากาศ หรอืการใหเ้กลอืแกงในช่วงวกิฤต ิ

รวมทั $งการเสรมิวติามนิหรอืสารกระตุน้ภมูคิุม้กนั ก่อนการเกดิโรค หรอืก่อนการเกดิภาวะวกิฤตดงักล่าว  

เนื�องจากมขีอ้เทจ็จรงิสาํคญัประการหนึ�งคอื เมื�อปลาเกดิโรคแลว้โอกาสที�จะรกัษาทาํไดย้ากมาก เนื�องจากปลา

ที�ปว่ยส่วนใหญ่จะไมก่นิหรอืตอบสนองต่อการใหอ้าหาร ซึ�งการเกดิโรคส่วนใหญ่เป็นการเกดิโรคที� เกดิจาก
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แบคทเีรยีในรา่งกาย (Systemic infection) ดงันั $นการรกัษาที�ไดผ้ลจะตอ้งนํายาเขา้สู่รา่งกายตวัปลาเท่านั $น  ซึ�ง

เกษตรกรจะพบเสมอว่า ภายหลงัเหน็ปลาปว่ยแลว้การใชย้าผสมอาหารหรอืสาดสารเคมบีางชนิด หลงัจากนั $น 

2-3 วนั ปลาจะตายมากยิ�งขึ$น  ทั $งนี$นอกจากจะใชไ้มไ่ดผ้ลแลว้ยงัทาํใหเ้กษตรกรเพิ�มตน้ทุนในการผลติและยงั

เสี�ยงต่อการขาดทุนอยา่งมาก เนื�องจากยาปฏชิวีนะและสารเคมโีดยทั �วไปมรีาคาสงูมาก 
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ภาคผนวก 

 

การประเมินต้นทุนการผลิตเชื�อแบคทีเรีย Bacillus pumilus AQBS01 ในปริมาตร 1 ลิตร โดยการบ่ม

เชื�อที�อณุหภมิู 30 องคส์าเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั �วโมง 

 

1. Nutrient Broth (500 กรมั ราคา 1980 บาท) จาํนวน 8 กรมั 31.68 บาท 

2. ค่าเสื�อมวสัดุป ั �นแยกเชื$อ      0.38 บาท  

3. ค่าเสื�อมตูบ้่มเชื$อแบบเขยา่      0.49 บาท 

4. ค่าไฟฟ้า        1.07 บาท 

    รวมทั �งสิ�น                         33.62  บาท 

 

 ซึ�งโดยเฉลี�ยแลว้อาหารลี$ยงเชื$อ Nutrient broth ปรมิาตร 1 ลติร จะสามารถเลี$ยงใหไ้ดแ้บคทเีรยีจาก

การป ั $นแยกแลว้เฉลี�ย 11.35+0.5 กรมั ดงันั $น แบคทเีรยีนํ$าหนกัเปียก 1 กรมั มตีน้ทุนการผลติเท่ากบั  2.96 

บาท 
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ตารางเปรียบเทียบวตัถปุระสงค ์ กิจกรรมที�วางแผนไว้ และกิจกรรมที�ดาํเนินการมา     

และผลที�ได้รบัตลอดโครงการ 

 

ชื�อโครงการ: การประยุกตใ์ช ้Bacillus AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis  ในปลานิล 

หวัหน้าโครงการ: ดร. ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภูม ิ

 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

การศกึษานี�มวีตัถุประสงค์ เพื�อศกึษาความปลอดภยั และผลกระทบต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลานิลภายหลงัการไดร้บั

การเสรมิแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ที�แยกไดจ้ากธรรมชาต ิ ในอาหาร และศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี 

AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลานิลโดยวธิกีารผสมอาหารสภาพทั �งในสภาพหอ้งปฏบิตักิารและการเลี�ยง

จรงิของเกษตรกรในกระชงั อกีทั �งยงัทาํการศกึษาการจาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. นี� ดว้ยเทคนิคทางจุลชวีวทิยา

และทางอณูชวีโมเลกุล เพื�อที�จะนําเอาขอ้มลูที�ไดนี�ไปประยุกตใ์ชใ้นการป้องกนัโรคที�เกดิขึ�นและสรา้งความเสยีหายใหก้บัธุรกจิ

การเลี�ยงปลานิลในปจัจุบนั 

 

 

กิจกรรมตามแผน กิจกรรมที�ดาํเนินการและผล หมายเหต ุ

1.  ศกึษาความปลอดภยัของเชื�อ

แบคทเีรยี Bacillus sp. ที�แยกไดจ้าก

ธรรมชาต ิสายพนัธุ ์AQBS01 ต่อปลา

นิล รวมถงึผลกระทบต่อระบบภูมคิุม้กนั

ของปลา 

ดาํเนินการไดต้ามแผน 100%  

  ไดท้าํการศกึษาความปลอดภยัและผลต่อระบบ

ภูมคิุม้กนัของการเสรมิแบคทเีรยี Bacillus sp. สาย

พนัธุ ์AQBS01 ในปลานิลในหอ้งปฏบิตักิาร   

- ผลของการศกึษาทาํใหท้ราบว่าแบคทเีรยี Bacillus 

sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ที�ใชม้คีวามปลอดภยัต่อปลา

ทดลองและสามารถกระตุน้ใหป้ลาทดลองมกีาร

ตอบสนองทางภูมคิุม้กนัแบบไม่จาํเพาะเจาะจงอย่างมี

ประสทิธภิาพ 

 

2.  การศกึษาประสทิธภิาพของ

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในการ

ป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลา

นิล โดยวธิกีารผสมอาหารสภาพ

หอ้งปฏบิตักิาร 

ดาํเนินการไดต้ามแผน 100% 

  ไดท้าํการศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี 

AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลา

นิล โดยวธิกีารผสมอาหารสภาพหอ้งปฏบิตักิาร และ

พบว่าปลาทดลองที�ไดร้บัแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 

สามารถทาํใหป้ลาทดลองมคีวามตา้นทานต่อโรค 

Streptococcosis ที�มสีาเหตุมาจาก เชื�อ 

Streptococcus agalactiae ไดอ้ย่างน่าพอใจ เมื�อ

ทดสอบดว้ยการฉีดเขา้ช่องทอ้งและทางเดนิอาหาร 

การทดสอบความ

ตา้นทานเชื�อโดยการ

แช่สามารถโน้มนําทาํ

ใหป้ลาในชุดทดลอง

และกลุ่มควบคุมแสดง

อาการปว่ยไดเ้ลก็น้อย 

เท่านั �นและไม่พบความ

แตกต่างของอตัราการ

ตายระหว่างชุดทดลอง 

3. การศกึษาประสทิธภิาพของ

แบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์

AQBS01 ในการป้องกนัโรคในปลานิล

ในสภาพการเลี�ยงจรงิในกระชงั 

ดาํเนินการไดต้ามแผน 100% 

- ไดท้าํการศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี 

AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลา

นิล โดยวธิกีารผสมอาหารสภาพการเลี�ยงจรงิของ

ไดด้าํเนินการวจิยัล่าชา้ 

เนื�องจากปลาปลา

ทดลองขนาดเลก็

หลงัจากการปล่อย
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เกษตรกรในกระชงั ในเขตพื�นที� อาํเภอเดมิบางนาง

บวช จงัหวดัสพุรรณบุรพีบว่าปลาทดลองที�ไดร้บั

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอตัรา 1 และ 3 กรมั 

ต่ออาหาร 1กโิลกรมั สามารถทาํใหป้ลาทดลองมคีวาม

ตา้นทานต่อโรคระบาดที�มเีกดิขึ�นในช่วงกลางเดอืน

เมษายน 2552 แตกต่างกบักลุ่มควบคุมอย่างมี

นยัสาํคญัทางสถตินิานถงึ 2 สปัดาห ์อย่างไรกต็ามผล

จากการเปลี�ยนแปลงสภาวะแวดลอ้มในหลายประการ

ในแม่นํ�าท่าจนี ทาํใหป้ลาทดลองในทุกกลุ่มแสดง

อาการปว่ยและตายเช่นเดยีวกนัในทุกชุดทดลอง 

- เมื�อสิ�นสดุการทดลองสามารถเกบ็เกี�ยวผลผลติปลา

และสามารถนําเงนิรายไดห้ลงัจากหกัค่าใชจ้่ายแลว้สง่ 

สกว. เป็นเงนิทั �งสิ�น 140,000 บาท 

เลี�ยงแสดงอาการปว่ย

อย่างหนกัในช่วงแรก 

ๆ ของการเตรยีมปลา

เพื�อทาํการทดลอง 

4.  การวจิยัเพิ�มเตมิจากแผน:  การ

จาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. 

ที�แยกไดจ้ากธรรมชาต ิสายพนัธุ ์

AQBS01 ดว้ยเทคนิคทางจุลชวีวทิยา

และทางอณูชวีโมเลกุล 

 ดาํเนินการศกึษาเพื�อจาํแนกชนิดของแบคทเีรยี 

Bacillus sp. AQBS01 โดยใชเ้ทคนิคทางจุลชวีวทิยา

และอณูชวีโมเลกุล จนทาํใหท้ราบว่าแบคทเีรยีชนิดนี�

คอื แบคทเีรยี Bacillus pumilus  

 

ไดร้บังบวจิยัเพิ�มเตมิ

โดยขอจากเงนิรายได้

จากการเลี�ยงปลาเป็น

เงนิ 25,359 บาท 
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บทความเผยแพร่ 

การใช้แบคทีเรียโปรไบโอติคส์ Bacillus AQBS01 ในการป้องกนัโรคในปลานิล 

โดย 

ดร.ประพนัธศ์กัดิ~  ศีรษะภมิู และ รศ.ดร. นนทวิทย ์อารียช์น 

ภาควชิาเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า คณะประมง มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

โทร. 02-5792924 
ในช่วง 3-4 ปีมานี� เกษตรกรผูเ้ลี�ยงปลานิล ในประเทศไทยส่วนใหญ่ มกัประสบปญัหาการตายของปลา

ที�รนุแรงในปลาขนาดใหญ่อายตุั �งแต่ 3-4 เดอืน หรอืขนาดตั �งแต่ 200-800 กรมั ซึ�งการตายของปลามกัจะเกดิ

ในช่วงหน้ารอ้นไปจนถงึตน้ฤดฝูน นบัตั �งแต่เดอืนมนีาคมจนถงึเดอืนกรกฎาคมของทุกปี ลกัษณะอาการของ

ปลาที�เริ�มแสดงความผดิปกตจิะกนิอาหารน้อยลง เมื�อเวลาผ่านไป 3-4 วนั ปลาบางส่วนจะเริ�มว่ายนํ�าเชื�องชา้ที�

ผวินํ�า ลาํตวัอาจมสีคีลํ�าหรอืมบีาด แผลตามผวิหนงั ครบีและเกลด็ บางตวัครบีห ูครบีอก ครบีหางกรอ่นและตก

เลอืดบรเิวณโคลนครบี ทอ้งบวมนํ�าเลก็น้อย บางตวัแสดงอาการตาโปนหรอืตาขุน่ออกมา (ภาพที� 1) บางครั �งจะ

พบรว่มกบัการว่ายนํ�าควงสว่านไรท้ศิทางที�บรเิวณผวินํ�า ในปลาที�เลี�ยงในบ่อดนิปลาที�ปว่ยส่วนใหญ่จะลอ ยและ

เริ�มทยอยแสดงอาการความผดิปกตดิงักล่าวและทยอยตายโดยเฉพาะอยา่งยิ�งบรเิวณทา้ยบ่อ อตัราการตายอาจ

สงูถงึ 60-70% หรอืปลาที�เลี�ยงในกระชงัอตัราการตายอาจสงูถงึ 85-90% ภายใน 5-7 วนั นบัตั �งแต่ปลาแสดง

อาการ เมื�อทาํการผ่าตรวจดคูวามผดิปกตภิายในช่องทอ้งพบว่า มนํี�าสเี หลอืงทะลกัออกมา ตบัมสีซีดี เกดิการ

ตกเลอืดและอกัเสบ ถุงนํ�าดแีละมา้มบวมโตมาก 

จากการตรวจวนิิจฉยัโรคในหอ้งปฏบิตักิาร โดยการแยกเชื�อแบคทเีรยีในอาหารเลี�ยงเชื�อพบว่า ได้

โคโลนีของแบคทเีรยีขนาดเลก็ สขีาวครมี ขอบเรยีบจาํนวนมาก เมื�อนําแบคทเีรยีไปทาํการยอ้มสแีกรมแลว้

พบว่า แบคทเีรยีที�ไดม้รีปูรา่งกลมขนาดเลก็ (Cocci) อาจอยูเ่ป็นเซลลเ์ดี�ยว ๆ หรอืต่อเป็นสายยาว ตั �งแต่ 2 

เซลลข์ึ�นไป โดยเซลลแ์บคทเีรยีเหล่านี� จะตดิสนํี�าเงนิของครสิตอลไวโอเลต (Crystal violet) แสดงถงึคุณสมบตัิ

ที�เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก ไมเ่คลื�อนที�ในอาหารทดสอบ เมื� อเลี�ยงใน Blood agar แลว้เชื�อดงักล่าวสามารถยอ่ย

สลายเมด็เลอืดแดงอยา่งสมบรูณ์ได ้เมื�อทาํการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมแีลว้พบว่า มคีุณสมบตัติรงกบั เชื�อ

แบคทเีรยี Streptococcus agalactiae นอกจากนี�ภายหลงัจากการทดสอบความไวของเชื�อต่อยาปฏชิวีนะแลว้

พบว่า เชื�อดงักล่าวมคีวามไวต่อยา Enrofloxacin, Oxytetacycline, Salphamethoxazole/Trimethoprime และ

ยาอกีหลายชนิด เกษตรกรส่วนใหญ่พยายามแกไ้ขปญัหาดงักล่าว โดยการใชย้าปฎชิวีนะและสารเคมบีางชนิด 

แต่ไมส่ามารถหยดุยั �งการตายของปลาได ้โดยปลายงัแสดงการตายต่อเนื�องและรนุแรง จนเกษตรกรส่วนใหญ่

ประสพภาวะขาดทุนอยา่งหนกั  

อยา่งไรกต็ามในปี 2551 เป็นตน้มาจนถงึปจัจบุนั เหตุการณ์ปลาตายอยา่งหนกัไดเ้กดิขึ�นเช่นเดยีวกบัปี

ที�ผ่านมาในทุกพื�นที�การเลี�ยงทั �งภาคเหนือ ภาคใต ้ภาคกลางและภาคอสีาน  แต่เป็นที�น่าสงัเกตว่า การตายของ

ปลานั �นจะแสดงอาการของของโรคที�เกดิจากเชื�อ Streptococcus agalactiae น้อยลง โดยเฉพาะอยา่งยิ�งอาการ

ตาโปนหรอืตาขาวขุน่ แต่กลบัพบว่าปลาที�ปว่ยส่วนใหญ่จะมบีาดแผลเป็นวงด่างตามผวิหนงัลาํตวั ทอ้งและ

โคลนครบีหาง ครบีห ูครบีทอ้งและครบัหางกรอ่น บางรายพบแผลหลุมลกึเขา้ไปในชั �นกลา้มเนื�อ (ภาพที� 2) 

เมื�อตรวจสอบปรสติภายนอกพบ เชื�อแบคทเีรยีท่อนยาวอยูเ่ป็นกลุ่มใหญ่เคลื�อนที�อยา่งรวดเรว็ ซึ�งจากการตรวจ
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วนิิจฉยัแลว้พบว่าเป็นเชื�อ Flavobacterium spp. และยงัพบเชื�อโรคในกลุ่มปลงิใส เหบ็ระฆงั หนอนสมอหรอื

บางครั �งมกีารระบาดรว่มกบัสตัวใ์นกลุ่มเหบ็ปลา (Isopod) โดยเฉพาะบรเิวณเหงอืก ลาํตวั ซึ�งสามารถพบ

อาการดงักล่าวไดอ้ยา่งกวา้งขวางในทุกพื�นที�ของประเทศ รวมถงึพื�นที�การเลี�ยงของประเทศใกลเ้คยีง เช่น 

ประเทศลาวบรเิวณแมนํ่�าโขงและแมนํ่�างมึ ซึ�งขณะนี�โรคดงักล่าวกําลงัอยูร่ะหว่างการตรวจหาสาเหตุที�แน่ชดัใน

หอ้งปฏบิตักิาร จากเหตุการณ์ดงักล่าวเกษตรกรเกอืบทั �งหมดลม้เหลวในการใชย้าและสารเคมเีพื�อการหยดุยั �ง

การระบาดและการตายของโรคอยา่งสิ�นเชงิ ส่วนใหญ่ตอ้งหยดุกจิกรรมเพื�อหาอาชพีอยา่งอื�นแทนเนื�องจากไม่

สามารถเลี�ยงปลาและแกไ้ขปญัหาดงักล่าวได ้จนเป็นเหตุใหข้าดทุนอยา่งหนกัในปจัจบุนั   

เพื�อเป็นการแกไ้ขปญัหาดงักล่าวกลุ่มวจิยัของภาควชิาเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า คณะประมง 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ไดเ้ริ�มทาํการศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยีที�แยกไดจ้ากธรรมชาต ิซึ�งเป็น

แบคทเีรยีในกลุ่ม Bacillus สายพนัธุ ์ AQBS01 ในการตา้นทานการเกดิโรคที�มสีาเหตุมาจากแบคทเีรยี 

Streptococcus agalactiae และ Flavobacterium spp. ทั �งในสภาพหอ้งปฏบิตักิารและการเลี�ยงของเกษตรกร

ในสภาพจรงิในกระชงัในแมนํ่�าท่าจนี เขตพื�นที�อําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ีซึ�งเป็นเขตที�มกีาร

ระบาดของโรคในปลานิลทุกปี และมคีุณเฉลมิพล มะยมตนั เกษตรกรในพื�นที�เป็นผูร้ว่มโครงการ โดยไดร้บัการ

สนบัสนุนงบประมาณในการทาํการวจิยั จากสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) ตลอดระยะเวลาของ

การทดลอง ซึ�งผลการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารพบว่า การเสรมิแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในอาหารตดิต่อกนั

เป็นเวลา 4 สปัดาห ์ไมม่ผีลทาํใหป้ลาทดลองเกดิความผดิปกตแิต่อยา่งใดและยงัพบว่าปลาที�ไดร้บัแ บคทเีรยีใน

อาหารตั �งแต่ 1-5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั จะมภีมูคิุม้กนัแบบไมจ่าํเพาะเจาะจง โดยเฉพาะกระบวนการดกัจบั

กนิเชื�อโรคและสิ�งแปลกปลอมสงูกว่าปลาในชุดควบคุมอยา่งชดัเจน และสามารถตา้นทานต่อเชื�อ  

Streptococcus agalactiae ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ นอกจากนี�ผลการศกึษาในสภาพการเลี�ยงจรงิของเกษตรกร

ในการเลี�ยงแบบกระชงั ซึ�งไมม่กีารใชย้าและสารเคมชีนิดใด ๆ เลยระหว่างการเลี�ยงตลอดระยะเวลาประมาณ 4 

เดอืน โดยเป็นที�สนใจว่าภายหลงัจากที�เลี�ยงปลาไปแลว้ประมาณ 2 เดอืน ครึ�ง พบว่าการเสรมิแบคทเีรยี 

Bacillus AQBS01 ในอาหาร 1 และ 3 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมัใหป้ลาทดลองกนิต่อเนื�องกนัทุกวนั จะทาํให้

ปลาสามารถตา้นทานการเกดิโรค ซึ�งเกดิขึ�นในช่วงกลางเดอืนเมษายน 2552 และไดส้รา้งความเสยีหายอยา่ง

หนกัต่อการเลี�ยงปลานิลในทุกพื�นที�ในช่วงระยะเวลาดงักล่าว ไดน้านกว่ากลุ่มควบคุมที�ไมไ่ดร้บัแบคทเีรยีใน

อาหารและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหาร 0.5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ถงึ 2 สปัดาห ์โดยพบว่าในช่วงเวลา

ดงักล่าวปลาในกลุ่มควบคมุและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีจะเริ�มแสดงความผดิปกตแิละทยอยตายคราวละมาก ๆ 

ขณะที�ปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอตัรา 1 และ 3 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั ไมไ่ดแ้สดงอาการผดิปกตแิต่อยา่งใด 

อยา่งไรกต็ามเมื�อสภาพแวดลอ้ม โดยเฉพาะคุณภาพนํ�าในแมนํ่�าท่าจนีเริ�มผดิปกต ิเช่น มนํี�าหลากและสี

เปลี�ยนเป็นสขีุน่ อุณหภมูขิองนํ�าบางช่วงสงูขึ�นถงึ 33 องศาเซลเซยีส กอปรกบัปรมิาณออกซิ เจนละลาย (DO) 

ลดตํ�าลงน้อยกว่า 2 ส่วนในลา้นส่วน ทาํใหป้ลาทุกกลุ่มเริ�มปรบัตวัและไมก่นิอาหารเป็นเวลานาน ตามระยะเวลา

ของคุณภาพนํ�าที�เปลี�ยนแปลง ส่งผลทาํใหป้ลาที�ไดร้บัแบคทเีรยีเริ�มแสดงอาการผดิปกตแิละทยอยตายลกัษณะ

เดยีวกนัอยา่งต่อเนื�องเช่นกนั และเมื�อสิ�นสุดการ ทดลองในวนัที� 110 ของการเลี�ยง พบว่าปลาที�ไดร้บัแบคทเีรยี

ในอาหารในอตัรา 1 และ 3 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั จะมอีตัราการรอดตายสงูสุดเป็น 79 และ 77% ตามลาํดบั 

ขณะที�กลุ่มควบคุมและกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารจะมอีตัราการรอดตายเป็น 70 และ 73% ตามลาํดบั 
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ผลการศกึษาดงักล่าวไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าแบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ที�นํามาศกึษาในครั �งนี� จะมี

ประสทิธภิาพในการตา้นทานเชื�อแบคทเีรยีที�เป็นสาเหตุของการเกดิโรคในปลานิลไดอ้ยา่งน่าพอใจระดบัหนึ�ง 

ทาํใหส้ามารถลดการใชย้าและสารเคมรีะหว่างการเลี�ยงได้ 100% และมคีวามเป็นไปไดส้งูในการนําเอาไป

ประยกุตใ์ชใ้นระบบการเลี�ยงของเกษตรกร อยา่งไรกต็ามการศกึษาในครั �งนี�ทาํใหเ้ราเขา้ใจถงึธรรมชาตขิองการ

เลี�ยงสตัวนํ์�าไดเ้ป็นอยา่งด ีเนื�องจากถงึแมว้่าแบคทเีรยีที�ใชใ้นการศกึษาครั �งนี�จะใหผ้ลเป็นที�น่าพอใจ อยา่งไรก็

ตามเกษตรกรผูเ้ลี�ยงปลาควรเขา้ใจถงึสมดุลและความสมัพนัธข์องสิ�งแวดลอ้มในธรรมชาตใิหด้ ีเนื�องจากการ

เลี�ยงปลามปีจัจยัที�แตกต่างไปจากการเลี�ยงสตัวช์นิดอื�น เนื�องจากมปีจัจยัมากมายที�จะมผีลต่อความประสบ

ผลสาํเรจ็ในการเพาะเลี�ยงสตัวนํ์�า โดยเฉพาะการเปลี�ยนแปลงของคุณภาพนํ�าต่าง ๆ ที� สาํคญั โดยเฉพาะการ

เปลี�ยนแปลงของมวลนํ�าอยา่งฉบัพลนั ปรมิาณออกซเิจนละลายและอุณหภมูขิองนํ�าเป็นตน้  ดงันั �นการจดัการ

สุขภาพของปลาใหม้คีวามแขง็แรงจงึเป็นวธิทีี�จะป้องกนัการเกดิโรคในสตัวนํ์�าที�ดทีี�สุด ซึ�งนอกเหนือจากการ

เสรมิแบคทเีรยีที�มปีระโยชน์ใหก้บัปลาแลว้ ควร เน้นการจดัการเป็นพเิศษในช่วงเวลาที�ถอืเป็นจดุวกิฤตทิี�จะเป็น

สาเหตุโน้มนําทาํใหป้ลาเกดิโรค โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง ช่วงที�อากาศรอ้นตดิต่อกนัหรอืฝนตกฟ้าครึ�มตดิต่อกนั

หลายวนั อุณหภมูิอากาศเปลี�ยนแปลงฉบัพลนั นํ�าหลากหรอืนํ�านิ�งเป็นเวลานาน  โดยเฉพาะช่วงฤดรูอ้นต่อฤดู

ฝนและช่วงปลายฝนตน้หนาว  โดยเกษตรกรสามารถป้องกนัการการระบาดของโรคโดย  

1. เสรมิวติามนิที�จาํเป็น เช่น วติามนิ ซ ี (3-5 กรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั) ตดิต่อกนัเป็นเวลา 5-7 วนั 

จนกว่าสภาวะอากาศจะกลบัเขา้สูภ้าวะปกติ 

2. ลดหรอือยา่ปล่อยปลาในอตัราที�หนาแน่นสงูหรอืหลกีเลี�ยงการเลี�ยงปลาในบางช่วงเวลา โดยเฉพาะ

การเลี�ยงในช่วงระยะเวลาวกิฤต ิเนื�องจากปลาจะมคีวามเสี�ยงสงูมากต่อการเกดิโรค นอกจากนี�การปล่อยปลาใน

อตัราที�หนาแน่นตํ�าจะช่วยใหก้ารจดัการสภาพการเลี�ยงไดง้า่ยขึ�น                                                             

 3. ระวงัการเปลี�ยนแปลงคุณภาพนํ�า โดยเฉพาะปรมิาณออกซเิจนและอุณหภมูขิองนํ�า หากเป็นไปได้

ควรตดิตั �งเครื�องใหอ้ากาศเพื�อเตมิอากาศในนํ�าอยา่งต่อเนื�องใหเ้พยีงพอต่อความตอ้งการของปลา โดยเฉพาะ

ช่วงเวลากลางคนืจนถงึช่วงเชา้ตรู ่และช่วงฟ้าปิดหรอืฝนตกตดิต่อกนักนัหลายวนั                                                 

 4. เพิ�มแหล่งของเกลอืแรใ่หแ้ก่ปลาโดยการเตมิเกลอืแกง เนื�องจากในช่วงระยะเวลาวกิฤตปิลาส่วนใหญ่

จะเกดิความเครยีดไดง้า่ยและอาจส่งผลใหป้ลาสญูเสยีระบบควบคุมสมดุลของนํ�าและเกลอืแร ่การใหเ้กลอืแกง

จะเป็นการชดเชยเกลอืที�สญูเสยีไประหว่างเกดิความเครยีด ทาํใหร้ะบบต่าง ๆ ของรา่งกายปลาสามารถทาํงาน

ต่อไปไดอ้ยา่งต่อเนื�อง วธิกีารเตมิควรใส่เกลอืในถุงผา้แขวนไวเ้ป็นจดุ ๆ ใหเ้กลอืละลายออกมาชา้ ๆ ตามขอบ

บ่อในอตัรา 120-150 กโิลกรมัต่อไรห่รอื 3-5 กโิลกรมัต่อกระชงั ใหต้ดิต่อกนัจนสภาพแวดลอ้มของการเลี�ยง

กลบัเขา้สู่ภาวะปกต ิ           

5. อยา่ใชย้าหรอืสารเคมอียา่งพลํ�าเพลื�อ เนื�องจากจะเป็นการสญูเสยีค่าใชจ้า่ยในการเลี�ยงโดยใช่เหตุ

แลว้ การใชย้าดงักล่าวยงัมผีลทาํใหเ้ชื�อโรคเกดิการดื�อยาทาํใหเ้มื�อเกดิโรคแลว้อาจส่งผลใหก้ารใชย้าและ

สารเคมดีงักล่าวไมส่ามารถใชใ้นการควบคุมโรคได ้ 
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ภาพที� 1 การตายของปลาที�มสีาเหคุมาจากเชื�อแบคทเีรยี Streptococcus agalactiae 

 

   

 
 

ภาพที� 2 การตายของปลาที�มสีาเหตุมาจากเชื�อโรคที�กําลงัระบาดอยูใ่นปจัจบุนั  
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แบบสรปุโครงการวิจยั 

สญัญาเลขที�   RDG5120018   

ชื�อโครงการ การประยกุตใ์ช ้Bacillus AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลานิล 

หวัหน้าโครงการ ดร.ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภมู ิ

โทรศพัท ์02-579-2924  โทรสาร 02-561-3984 

 

ความสาํคญั/ความเป็นมา  

การเลี$ยงปลานิลของประเทศไทยถอืเป็นกจิกรรมทางการประมงที�มคีวามสาํคญัต่อเศรษฐกจิของ

ประเทศ ซึ�งสรา้งรายไดแ้ละก่อใหเ้กดิอุตสาหกรรมต่อเนื�องมากมาย อยา่งไรกต็ามในช่วง 5-7 ปี ที�ผ่านมานี$

ธุรกจิการเลี$ยงปลานิลของไทย ไดป้ระสบปญัหาการเกดิโรคระบาดที�รนุแรงที�มสีาเหตุมาจากแบคทเีรยีและสรา้ง

ความเสยีหายอยา่งหนกัและต่อเนื�องจนมาถงึปจัจบุนั เกษตรกรส่วนใหญ่พยายามแกไ้ขปญัหาโดยการใชย้า

ปฏชิวีนะและสารเคมหีลายชนิด ซึ�งพบว่านอกจากจะไมไ่ดผ้ลแ ลว้ยงัไดส้่งผลกระทบทั �งทางตรงและทางออ้มต่อ

สภาพแวดลอ้มและผูบ้รโิภคทั �งในและต่างประเทศ เพื�อเป็นการแกไ้ขปญัหาที�เกดิขึ�นดงักล่าว การศกึษาในครั �ง

นี�จงึมวีตัถุประสงคท์ี�จะนําเอาแบคทเีรยีที�มปีระโยชน์ Bacillus AQBS01 ซึ�งแยกไดจ้ากธรรมชาตมิาประยกุตใ์ช ้

ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลานิลและไดท้าํการศกึษาทั �งในระดบัหอ้งปฏบิตักิารและการเลี�ยงใน

พื�นที�จรงิในกระชงัของเกษตรกร  โดยคณะวจิยัหวงัเป็นอยา่งยิ�งว่าผลการศกึษาที�เกดิขึ�นจะสามารถนําไป

ประยกุตใ์ชเ้พื�อลดความเสยีหายที�เกดิจากการเกดิโรคระบาดในปลานิลและลดตน้ทุนจากการใชย้าและสารเคมี

ของเกษตรกร รวมทั �งยงัเป็นการสรา้งความเชื�อมั �นใหแ้ก่ผูบ้รโิภคทั �งในและต่างประเทศว่าผลผลติปลานิลที�ผลติ

ในประเทศไทยปราศจากการใชย้าและสารเคม ีเป็นมติรต่อสิ�งแวดลอ้ม อนัจะส่งผลใหธุ้รกจิการเพาะเลี�ยงปลา

นิลของไทยสามารถดาํเนินต่อไปอยา่งมั �นคงและยั �งยนืต่อไปในอนาคต 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1) เพื�อศกึษาความปลอดภยัของเชื�อแบคทเีรยี  Bacillus sp. ที�แยกไดจ้ากธรรมชาต ิสายพนัธุ ์

AQBS01 ต่อปลานิล รวมถงึผลกระทบต่อระบบภูมคิุม้กนัของปลา 

2) เพื�อศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี AQBS01 ในการป้องกนัโรค  Streptococcosis ในปลานิล 

โดยวธิกีารผสมอาหารสภาพหอ้งปฏบิตักิาร 

3) เพื�อศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 ในการป้องกนัโรคในปลานิล

ในสภาพการเลี�ยงจรงิในกระชงั 

4) เพื�อศกึษาการจาํแนกชนิดของแบคทเีรยี Bacillus sp. ที�แยกไดจ้ากธรรมชาต ิสาย พนัธุ ์AQBS01 

ดว้ยเทคนิคทางจลุชวีวทิยาและทางอณูชวีโมเลกุล 

 

ผลการวิจยั 

 เมื�อนําแบคทเีรยี Bacillus sp. สายพนัธุ ์AQBS01 มาจาํแนกดว้ยเทคนิคทางจลุชวีวทิยาและอณูชวี

โมเลกุล พบว่าใหผ้ลตรงกบัแบคทเีรยี Bacillus pumilus และเมื�อนําไปผสมอาหารใหป้ลานิลทดลองในสภาพ

หอ้งปฏบิตักิารกนิตดิต่อกนัเป็นเวลา 4 สปัดาหพ์บว่า เมด็เลอืดขาวของปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีชนิดนี�ใน



127 
 
อาหารตั �งแต่ 0.5-5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั มคีวามสามารถในการกลนืกนิสิ�งแปลกปลอมในกระบานการ 

Phagocytosis สงูกว่าปลาในกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัสาํคญั และเมื�อนําปลาเหล่านี�ไปทดสอบความสามารถใน

การตา้นทานโรคกบัเชื�อ  Streptococcus agalactiae พบว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี B. pumilus ในอาหาร

ในอตัรา 1.0-5.0 กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั สามารถตา้นทานต่อเชื�อ S. agalactiae อยา่งมปีระสทิธภิาพ 

นอกจากนี�เมื�อนําเอาแบคทเีรยี   B. pumilus ไปทดลองกบัปลาที�เลี�ยงในกระชงัในสภาพการเลี�ยงจรงิ บรเิวณ

แมนํ่�าท่าจนี เขตอําเภอเดมิบางนางบวช จงัหวดัสุพรรณบุร ีโดยไมม่กีารใชย้าและสารเคมใีด ๆ ตลอดระยะเวลา

การทดลอง ที� 110 วนั พบว่าในช่วงเดอืนเมษายน ของปี 2552 มกีารระบาดของโรคที�มสีาเหตุมาจากแบคทเีรยี

อยา่งหนกัทาํใหป้ลาทดลองบางกลุ่มและปลาของเกษตรกรเกดิการตายและเสยีหายอยา่งหนกั อยา่งไรกต็าม

เป็นที�น่าสนใจว่าในช่วงเวลาดงักล่าวปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยี   B. pumilus ในอาหารในอตัรา 1.0 และ 3.0 

กรมั/อาหาร 1 กโิลกรมั สามารถตา้นทานการเกดิโรคดงักล่าวไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ โดยพบว่าปลาในกลุ่ม

ดงักล่าวไมไ่ดแ้สดงความผดิปกตหิรอืมอีตัราการตายเกดิขึ�นเลยแต่อยา่งใด เป็นเวลานานถงึ 2 สปัดาหอ์ยา่งไร

กต็ามเมื�อคุณภาพนํ�าในแมนํ่�าท่าจนีเกดิการเปลี�ยนแปลงอยา่งฉบัพลนั โดยเฉพาะอุณห ภมูแิละปรมิาณ

ออกซเิจนที�ละลายในนํ�า ทาํใหป้ลาใน 2 กลุ่มนี�และกลุ่มอื�น ๆ ไมก่นิอาหารและเริ�มปว่ยและตายเป็นจาํนวนมาก 

และเมื�อสิ�นสุดการทดลองพบว่าปลาในกลุ่มที�ไดร้บัแบคทเีรยีในอาหารใน 2 กลุ่มนี� มคี่าอตัราการรอดตาย 

ผลผลติและรายไดจ้ากการจาํหน่ายปลาสงูกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งน่าพอใจ ถงึแมว้่าจะไมพ่บความแตกต่างกนั

ทางสถติขิองค่าดงักล่าวกต็าม 

 

การนําผลงานวิจยัไปใช้ประโยชน์ 

อยูร่ะหว่างดาํเนินการประสานงานเพื�อใหเ้กษตรกรผูเ้ลี�ยงปลาในกระชงั บรเิวณพื�นที�เขื�อนลาํปาว 

จงัหวดักาฬสนิธุ ์นําไปใช้ 

หน่วยงานที�นําผลงานวิจยัไปใช้ประโยชน์และใช้ประโยชน์ด้านไหน 

 ยงัไมม่กีารดาํเนินการ 

 

การประชาสมัพนัธ์ 

1. โรคที�เป็นสาเหตุของการตายที�รนุแรงของปลานิลในประเทศไทย  

โดย ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภมู ิและ นนทวทิย ์อารยีช์น (เผยแพร่แล้วใน Website ของ

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ www.rdi.ku.ac.th/kasetsartreseach52/05- animal/prapansak_Nile, 10 

กุมภาพนัธ ์2553) 

2. การใชแ้บคทเีรยีโปรไบโอตคิส์ Bacillus AQBS01 ในการป้องกนัโรคในปลานิล 

โดย ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภมู ิและ นนทวทิย ์อารยีช์น (อยู่ระหว่างการเผยแพร่) 
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3. ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภมู,ิ มยรุ ีจยัวฒัน์ และ นนทวทิย ์อารยีช์น. 2554. การทดสอบประสทิธภิาพของ

แบคทเีรยี Bacillus AQBS01 ในการป้องกนัโรค Streptococcosis ในปลานิล (Oreochromis niloticus). 

ใน การประชุมวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ครั �งที� 49 สาขาประมง. (อยู่ระหว่างการพิจารณา

ของผูท้รงคณุวฒิุ) 

4. ประพนัธศ์กัดิ � ศรีษะภมู,ิ มยรุ ีจยัวฒัน์ และ นนทวทิย ์อารยีช์น. 2554. การประยุกตใ์ชแ้บคทเีรยี Bacillus 

pumilus ในการป้องกนัโรคในปลานิล (Oreochromis niloticus) ในสภาพการเลี�ยงจรงิ. ใน การประชุม

วชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ครั �งที� 49 สาขาประมง. (อยู่ระหว่างการพิจารณาของ

ผูท้รงคณุวฒิุ) 
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