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บทคัดยอ  

 

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งน้ีเพื่อคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตเิปนโพรไบโอติกจากลําไสปลาและนํ้าจากบอ

เพาะเล้ียงปลาสวยงาม โดยทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก ไดแก การยอยสลายของเม็ดเลือดแดง การเจริญในสภาวะที่มีและ

ไมมีออกซิเจน การทนเกลือนํ้าดี ความสามารถในการเจริญในชวงอุณหภูมิตาง ๆ การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ และ

ทดสอบฤทธ์ิตานจุลินทรียกอโรคในปลาสาวยงาม (Aeromonas hydrophilia และ Staphylococcus aureus) พบวา

สามารถแยกแบคทีเรียจากตัวอยางลําไสปลาและจากตัวอยางนํ้าไดทั้งหมด 356 ไอโซเลท และมีเพียง 3 ไอโซเลทที่มีคุณสมบัติ 

เปนโพรไบโอติก (O10, Isa60 และ O76) โดย O10 และ Isa60 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila  และ S. aureus ได 

ตามลําดับ ในขณะที่ O76 ไมสรางบริเวณยับยั้งเชื้อกอโรคทั้งสองชนิด แตสามารถเจริญคลุมพื้นที่โคโลนีของเชื้อกอโรคได 

ดังน้ันเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกไดทั้ง 3 ไอโซเลทจึงเหมาะสมตอการนําไปประยุกตใชเปนโพรไบโอติกในการเพาะเล้ียงปลา

สวยงาม  

 

คําสําคัญ: โพรไบโอติก  ปลาสวยงาม  เพาะเล้ียง 

 

Abstract 

 

The purpose of this study was to isolate the probiotic bacteria from fish gut and water in aquarium 

Ornamental fish. Probiotic properties such as haemolytic activity, oxygen requirements, salt tolerance, 

temperatures, antibiotic susceptibility test and antimicrobial activity to ornamental fish pathogen (Aeromonas 

hydrophila and Staphylococcus aureus) were investigated. The results showed that 356 bacterial isolates 

were able to isolate from the samples and only the 3 of 356 were probiotics (Isa60, O10 และ O76). The 

isolates O10 and Isa60 showed the ability to inhibit the growth of A. hydrophila and S. aureus, respectively 

while O76 was unable to produce the inhibition zone against both pathogens but spread over on the 

pathogen colonies. Therefore, the 3 selected bacteria are suitable to be probiotic for application use in 

Ornamental fish aquaculture.  

 

Keywords: probiotic, ornamental fish, aquaculture 

 



The 10th NPRU National Academic Conference   

Nakhon Pathom Rajabhat University | Nakhon Pathom | Thailand | 29 - 30 March 2018  

38 | Fostering the King's Philosophy in Research and Sustainability Regional Development 

1. บทนํา  
 

ปจจุบันมีการนิยมเล้ียงปลาสวยงามไวตกแตงบาน ที่ทํางาน เพื่อความเพลิดเพลินกันมากขึ้นทําใหมีเกษตรกรสนใจ

เพาะเล้ียงปลาสวยงามกันเปนจํานวนมาก จนเกิดเปนธุรกิจปลาสวยงามของประเทศไทย ซ่ึงไดทําการวิเคราะหตนทุนและ

ผลตอบแทนในการลงทุน 1 ป ในพื้นทีอําเภอบานโปง จังหวัดราชบุรี ของการเล้ียงปลาทอง ปลาสอด ปลาหางนกยูง และปลา

สวยงามมากกวา 1 ชนิด พบวาการลงทุนเล้ียงปลาสวยงามมีความคุมคา และไดกําไรในทุกประเภทการเล้ียง ไดแก ปลาทอง   

มีกําไร 639,553.35 บาทตอไรตอป ปลาหางนกยูงมีกําไร 275,833.19 บาทตอไรตอป ปลาสอดมีกําไร 485,606.28 บาทตอไร

ตอป และปลาสวยงามมากกวา 1 ชนิด มีกําไร  343,522.20 บาทตอไรตอป สามารถคืนทุนใหแกเกษตรกรภายใน 1 ป 

(ณพกฤษ  เอมศิริ, 2552) จากการขยายตัวอยางรวดเร็วเพื่อใหเพียงพอตอความตองการของตลาดจนบางครั้งทําใหเกิดสภาพ

การเพาะเล้ียงที่ความหนาแนนของจํานวนปลาสวยงามตอพื้นที่  และกอใหเกิดปญหาตอสุขภาพของปลาสวยงามไดงาย

เน่ืองจากการกอใหเกิดสภาพความเครียดของปลา สภาพแวดลอมในการเล้ียงไมถูกสุขลักษณะ เกิดการสะสมของเสียพวก

สารอินทรียและสารอนินทรีย ทําใหปลาเกิดการติดเชื้อและเกิดโรคตาง ๆ ไดงาย (ชาญณรงค รอดคํา, 2550) ปจจุบันมีการ

รักษาโรคดังกลาวโดยใชยาปฏิชีวนะ แตอยางไรก็ตามการใชยาปฏิชีวนะสงผลใหเกิดเชื้อดื้อยา เกิดสารตกคางในปลา และ

ส่ิงแวดลอม ดังน้ันจึงมีการลดการใชยาปฏิชีวนะในการเพาะเล้ียงโดยการเสริมโพรไบโอติกลงไปในอาหารหรือในนํ้าโดยตรง ซ่ึง

โพรไบโอติกคือ จุลินทรียที่ชวยสงเสรมิการเจริญทําใหปลามีสุขภาพที่ดีขึ้น ชวยในกระบวนการยอยและการตานทานของเชื้อ

โรคเม่ือเขาสูรางกายโดยสรางกรดและหล ั่งสารที่ทําใหเกิดสภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค

ตาง ๆ อีกทัง้ยังชวยปรับสมดุลในลําไสใหตอสูกับเชื้อโรคไดอีกดวย วัตถุประสงคของงานวิจัยน้ีเพื่อคัดแยกโพรไบโอติกจากลําไส

ปลาสวยงาม และนํ้าเพาะเล้ียงปลาสวยงามที่มีความสามารถ ยั้งยังเชื้อกอโรคปลาสวยงามไดในหองปฏิบัติการ  

 

2. วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

2.1 แยกเช้ือจุลินทรียโพรไบโอติก 

นําลําไสปลาในธรรมชาติ ปลาทับทิม 2 ตัวอยาง มูลปลาสวยงาม 2 ตัวอยาง และนํ้าจากบอเพาะเล้ียงปลาสวยงาม 

5 ตัวอยาง ใช NSS ทําการเจือจาง เพาะเล้ียงดวยวิธี pour plate technique บนอาหาร PCA จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันนําโคโลนีที่แยกไดบนอาหาร PCA มาเขี่ยบนอาหาร NA ใหไดเชื้อบริสุทธ์ิ และนําไป

เก็บรักษาเพื่อใชทดสอบตอไป 

 

2.2 ทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 

นําแบคทีเรียที่คัดแยกไดเพาะเล้ียงบนอาหาร nutrient agar (NA) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 

ชั่วโมง ปลูกเชื้อโดยใชเทคนิค point inoculation ลงบนอาหาร blood agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-

48 ชั่วโมง สังเกตบริเวณใสที่เกิดขึ้นบนอาหารวามีการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณจะเกิดวงใสรอบโคโลนี 

 

2.3 การทดสอบการยับย้ังเช้ือกอโรค  

นําเชื้อแบคทีเรียที่ไมยอยสลายเม็ดเลือดแดงมาทําการทดสอบการยับยั้งคือเชื้อ A. hydrophila และ S. aureus 

ดวยวิธี agar well diffusion โดยนําเชื้อกอโรคและเชื้อทดสอบมาเล้ียงใน nutrient broth (NB) บมที่อุณหภูมิ 37 องซา

เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาท ีปรับความขุนของเซลลใหเทากับ McFarland no. 0.5 นําเชื้อกอโรค  Swab ลงบนอาหาร NA ทิ้งไว 5 นาทีทําการ

เจาะหลุมอาหาร NA  ดวย cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6 เซนตริเมตร ใสเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย     
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โพรไบโอติกที่แยกไดลงในหลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตรนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมงทําการบันทึกขอมูล

ขนาดเสนผานศูนยกลางการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค 
 

2.4 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบในอาหาร NB บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ัน

นําไปปนเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ทําการ swab เชื้อลงบน

อาหาร NA ตั้งทิ้งไว 5 นาที เจาะหลุมวุนดวย cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6 เซนตริเมตร เติมยาปฏิชีวนะ คือ 

penicillin, amoxicillin และ erythromycin ลงในหลุมหลุมละ 20 ไมโครลิตรนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผล 

  

2.5 การทดสอบการทนกรด-ดาง 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบบนอาหาร NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

จากน้ันเขี่ยเชื้อลงในอาหาร NB นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญจากความขุนของ

อาหาร 

 

2.6 ทดสอบความสามารถในการเจริญที่ชวงอุณหภูมิตาง ๆ 

เพาะเล้ียงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมงจากน้ันเขี่ยเชื้อลง

ในอาหาร NB นําไปบมที่อุณหภูมิตาง ๆ ไดแก 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของ

เชื้อโดยสังเกตจากความขุนของอาหาร 

 

2.7 การทดสอบการเจริญในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน 

เพาะเล้ียงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมงจากน้ันเขี่ยเชื้อลง

บนอาหาร NB แบงหลอดเปน 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดการทดลองที ่1 นําไปบมในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ชุดที่ 2 นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน 24 ชั่วโมงตรวจดูการเจริญของเชื้อโดยสังเกตจากความขุนของอาหาร 

 

3. ผลการวิจัย 

 

3.1 ผลแยกเช้ือจุลินทรียโพรไบโอติก 

จากการแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางลําไสและนํ้าจากบอเพาะเล้ียงปลาสวยงามไดเชื้อแบคทีเรีย

ทั้งหมด 356 ไอโซเลท 

 

3.2 ทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  (Hemolytic activity) 

 แบคทีเรียที่คัดแยกไดทั้งหมด 356 ไอโซเลท พบวามี 76 ไอโซเลท ไมสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงซ่ึงแสดงใหเห็น

ถึงคุณสมบัติดานความปลอดภัยเม่ือนําไปใชกับปลาสวยงาม 

 

3.3 การทดสอบการยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรค 

นําแบคทีเรียที่ที่ผานการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรค        

A. hydrophila และ S. aureus โดยวิธี agar well diffusion พบวามีเพียง 2 ไอโซเลทที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได ไดแก 

O10 สามารถยับยั้งเชื้อ A. hydrophila ได 0.9±0.081 เซนตริเมตร (ภาพที่ 1) และ Isa60 สามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus ได 

3.76±0.22 เซนตริเมตร (ภาพที่ 2) และพบไอโซเลท O76 ที่สามารถเจริญคลุมโคโลนีเชื้อกอโรค A. hydrophila และ        

S. aureus ได 
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3.4 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ 

 จากการทดสอบการตานยาปฏิชีวนะโดยใชยา penicillin, amoxicillin และ erythromycin พบวามี 15 ไอโซเลทที่

ไมตานยาปฏิชีวนะ  16 ไอโซเลทที่ตานยา amoxicillin  25 ไอโซเลทที่ตานยา penicillin และ 13 ไอโซเลทที่ตานยา 

erythromycin  

3.5 การทดสอบความเปนกรด-ดาง 

แบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดแยกไดมีจากการทดสอบการเจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีคาพีเอชตาง ๆ คือ 5, 6, 7, 8 

และ 9 พบวามี 14 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเจริญไดในคาพีเอช 5 และ 1 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเจริญไดที่พีเอช 6  

 

3.6 การทดสอบการทนตอเกลือน้ําดี 

ทดสอบในอาหารเล้ียงเชื้อทีเติม bile salt powder ที่มีความเขมขนรอยละ 0.3 , 0.6 ,0.8 และ 1 พบวามี 29     

ไอโซเลท ที่สามารถเจริญไดทุกความเขมขน แตมี 5 ไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญไดที่ความเขมขนรอยละ 0.3  จํานวน  3      

ไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญไดที่ความเขมขนรอยละ 0.6  และ จํานวน 4 ไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญไดที่ความเขมขนรอยละ   

0.8 และ 4 ไอโซเลททีไ่มเจริญที่ความเขมขนรอยละ 1 

 

3.7 การทดสอบการเจริญในสภาวะอุณหภูมิตาง ๆ 

จากการทดสอบในอาหารเล้ียงเชื้อและนําไปบมที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส พบวามี 

32 ไอโซเลทที่สามารถเจริญไดในสภาวะอุณหภูมิตาง ๆ พบ 1 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิตาง ๆ 3 ไอโซเลทที่ไม

สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และพบ 6 ไอโซเลทที่ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องซาเซลเซียส 

 

 
 

ภาพที่ 1 ไอโซเลท ISa60 สามารถยับยั้งเชื้อ Aeromonas hydrophila ได  

 

 
 

ภาพที่ 2 ไอโซเลท O10 สามารถยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus ได 
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ตารางที่ 1 การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง การยับยั้งเชื้อกอโรค และความสามารถตานยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบ รายละเอียด 
ไอโซเลท 

Isa60 O10 O76 

การยอยเม็ดลือดแดง ,β ,   -hemolysis   -hemolysis  -hemolysis 

ทดสอบการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียกอโรค(ซม.) 

A. hydrophila - 0.15±0.04 แยงพื้นที่เจริญ 

S.  aureus 1.58±0.11 - แยงพื้นที่เจริญ 

ตานยาปฏิชีวนะ (ซม.) amoxicillin 1.45±0.2 1.03±0.17 resistance 

erythromycin 1.46±0.17 resistance resistance 

penicillin  1.54±0.23 0.65±0.07 0.83±0.08 

 

ตารางที่ 2 การทดสอบการเจริญแบคทีเรียที่คัดแยกไดที่สภาวะตาง ๆ 

สภาวะ รายละเอียด 
ไอโซเลท 

Isa60 O10 O76 

การเจริญในอาหารที่มีคาความเปน

กรดดางตาง ๆ 

5 ++ + + 

6 +++ ++ +++ 

7 ++++ ++++ ++++ 

8 +++ +++ +++ 

9 +++ +++ +++ 

การเจริญในอาหารที่ มี เกลือนํ้าดี

ความเขมขนตาง ๆ 

0.3% (w/v) +++ +++ +++ 

0.6% (w/v) ++ +++ ++ 

0.8% (w/v) ++ +++ ++ 

1.0% (w/v) + ++ + 

การเจริญทีอุ่ณหภูมิตาง ๆ 25 OC - +++ +++ 

30 OC +++ +++ +++ 

37 OC ++++ ++++ +++ 

45 OC +++ ++ + 

การทดสอบความตองการอากาศ มีอากาศ +++ ++++ +++ 

ไมมีอากาศ ++++ +++ +++ 

หมายเหตุ  + หมายถึง ระดับความขุนของอาหารเพาะเล้ียงซ่ึงจะแสดงถึงระดับการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  

 

4. อภิปรายผลการวิจัย 
 

ผลการคัดแยกเชื้อจุลินทรียจากลําไสปลาทับทิม มูลปลาสวยงาม และนํ้าจากบอเพาะเล้ียงปลาสวยงามพบวาไดเชื้อ

แบคทีเรียทั้งหมด 356 ไอโซเลท  เม่ือนํามาทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงพบวามีเพียง 41 ไอโซเลทที่ไมสามารถยอย

สลายเม็ดเลือดแดงได  ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติดานความปลอดภัยเม่ือนําไปใชในปลาสวยงาม จากตารางที่  1            

เชื้อแบคทีเรียที่ผานการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงเม่ือนํามาทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคโดยวิธี agar well 

diffusion  พบวามีเพียง 2 ไอโซเลท เทาน้ันที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได ไดแก ไอโซเลท Isa60 สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค    

S.  aureus ได และไอโซเลท O10 สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค A. hydrophila ได และพบวาไอโซเลท O76 สามารถแยงพื้น
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เจริญคลุมโคโลนีเชื้อกอโรคไดทั้งสองสายพันธุ  เม่ือนํามาทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี agar well diffusion พบวา 

ไอโซเลท O10 ตานยา amoxicillin และ erythromycin ไอโซเลท O76 ตานยา erythromycin  และไอโซเลท Isa60          

ไมตานยาปฏิชีวนะที่ทดสอบเลย   

จากตารางที่ 2 ผลทดสอบการทนกรด-ดาง พบวาไอโซเลท Isa60 ไอโซเลท O10 และไอโซเลท O76 สามารถเจริญ

ไดที่พีเอช 5-9 และทั้ง 3 ไอโซเลทสามารถเจริญไดดีที่พีเอช 7 สามารถเจริญไดในต่ําน้ันแสดงถึงการรอดชีวิตของเชื้อในการทด

กรดในระบบทางเดินอาหารเชื้อ (ภณิดา เก้ือสุวรรณ และคณะ, 2557) ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญไดในสภาวะที่

มีเกลือนํ้าดทีี่ 0.3 - 1.0% พบวาไอโซเลท Isa60 ไอโซเลท O10 และไอโซเลท O76 สามารถเจริญไดทุกความเขมขนที่ทําการ

ทดสอบ แตทั้ง 3 ไอโซเลทเจริญไดดีที่ความเปนกรดดางเทากับ 7 การรอดชีวิตของเชื้อแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธในการหล่ัง

เกลือนํ้าดีในลําไสเล็กของระบบทางเดินอาหาร (ภณิดา เก้ือสุวรรณ และคณะ, 2557)  ผลการทดสอบการเจริญในชวงอุณหภูมิ

ตาง 30-45 องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท O10 และไอโซเลท O76 เจริญไดทุกชวงอุณหภูมิที่ทําการทดสอบ ยกเวนไอโซเลต 

Isa60 ที่ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และทั้ง 3 ไอโซเลต เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  และผล

การทดสอบความสามารถเจริญในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน พบวาทั้ง 3 ไอโซเลตเจริญไดดีทั้งในสภาวะที่มีและไมมี

ออกซิเจน  

 

5. สรุปผลการวิจัย 
 

จากการทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียที่คัดแยกไดตอความเหมาะสมเปนโพรไบโอติกน้ัน แสดงใหเห็นวาไอโซเลท 

Isa60 มีความเหมาะสมที่จะในไปใชศึกษาตอในขั้นตอไปเพื่อศึกษาผลที่จะมีตอการเพาะเล้ียงปลาสวยงาม และคุณภาพน้ําใน

บอเล้ียงปลาสวยงาม 
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