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บทคดัย่อ 
 การคดัแยกแบคทเีรยีกรดแลคตกิจากล าไสป้ลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ทีม่คีวามสามารถใน

การยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคปลา พบว่า จากจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ทัง้หมด 77 ไอโซเลท มี                            
9 ไอโซเลทซึง่ประกอบไปดว้ย Enterococcus sp. (6 ไอโซเลท) Lactococcus lactis spp. lactis (2 ไอโซเลท) และ 
Lactobacillus brevis (1 ไอโซเลท) แสดงความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรียที่น ามาทดสอบทุกสายพนัธุ์ ได้           
ในระดบัดดีวัยวธิ ีagar spot test เมือ่ทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้ดว้ยวธิ ีdisc diffusion assay โดยใชน้ ้าเลี้ยงเซลล์
ปกต ิน ้าเลี้ยงเซลล์ทีผ่่านการปรบัสภาพใหเ้ป็นกลาง และน ้าเลี้ยงเซลล์ทีถู่กย่อยดว้ย Proteinase K พบว่าขนาด
ของบริเวณยบัยัง้แตกต่างกนับ่งชี้ว่ากลไกการยบัยัง้เป็นผลมาจากการผลิตกรดอินทรีย์และแบคเทอริโอซิน 
นอกจากนี้ ย ังพบว่ า  Lactobacillus brevis มีค ว ามสามารถ ในกา รยับยั ้ง เ ชื้ อ  Aeromonas hydrophila, 
Streptococcus agalactiae และ Flavobacterium columnare ไดด้กีว่า Enterococcus sp. และ Lactococcus lactis 
ssp. lactis อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ
 

ค าส าคญั: ปลาดุกอุย แบคทเีรยีกรดแลคตกิ ความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยี 
Abstract 

 Lactic acid bacteria were isolated from the intestine of Clarias macrocephalus for their 
antibacterial properties against fish pathogens. Of 77 isolates, nine, Enterococcus sp. (6 isolates), 
Lactococcus lactis spp. lactis (2 isolates) and Lactobacillus brevis (1 isolate), demonstrated great inhibition 
against all indicator bacteria by the agar spot test. The reduction of inhibition zones were examined by disc 
diffusion assay using crude cell-free culture supernatants, neutralized culture supernatants, and proteinase 
K treated culture supernatants. Findings indicated that the mechanism of inhibition resulted from the 
production of organic acid and bacteriocin. Moreover, Lactobacillus brevis showed significantly greater 
action than Enterococcus sp., Lactococcus lactis spp. lactis on Aeromonas hydrophila, Streptococcus 
agalactiae, and Flavobacterium columnare. 
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บทน ำ 
ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) เป็น

ปลาน ้าจดืชนิดหนึ่งที่มคีวามส าคญัทางเศรษฐกจิของ
ประเทศไทย นอกจากจะเป็นที่นิยมของผูบ้รโิภคแล้ว 

ปลาดุกอุยยงัมคีวามส าคญัยิ่งต่อการเพาะพนัธุ์ปลา
ดุกบิ๊กอุยซึ่งเป็นปลาลูกผสมที่ได้จากการผสมเทียม
ระหว่างแม่ปลาดุกอุย (C. macrocephalus) และพ่อ
ปลาดุกอฟัรกินั (C. gariepinus) [1] และปลาลูกผสมนี้
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เป็นชนิดพนัธุ์ที่มกีารเพาะเลี้ยงและซื้อขายกนัมากใน
ตลาดภายในประเทศ (ผลผลิตประมาณ 50,000 
เมตริกตันต่อปี ) และตลาดส่งออกไปยังประเทศ           
เพื่อนบ้าน  เพื่อตอบสนองต่อ อุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงปลาดุกบิ๊กอุย จึงมคีวามต้องการแม่พนัธุ์
ปลาดุกอุยเพิม่มากขึน้ ท าใหป้ลาดุกอุยในธรรมชาติที่
นิยมน ามาใช้เป็นแม่พนัธุ์มจี านวนน้อยลง และยงัพบ
ปญัหาการปนเป้ือนทางพนัธุกรรมของประชากร ส่งผล
ต่อการน ามาใช้เป็นแม่พนัธุ์ส าหรบัการผลิตลูกปลา
ดุกบิ๊ก อุย  [2], [3] อีกทัง้มีการใช้แม่พันธุ์ที่ย ังไม่
สมบูรณ์เพศในการผลติลูกปลา ส่งผลเสยีท าใหม้อีตัรา
การฟ ัก เ ป็นลูกปลาและอัต ราการ รอดตายต ่ า  
นอกจากนี้ เกษตรกรบางรายได้น า เข้าแม่พันธุ์            
ปลาดุกอุยจากประเทศเพื่อนบ้าน เช่น กมัพูชา และ
เวียดนาม ท า ให้ เสี่ย ง ต่อการท าลายสายพันธุ์              
ปลาดุกอุยของไทย [4] ดังนัน้การพัฒนาการเลี้ยง             
ปลาดุกอุยใหป้ระสบความส าเร็จจงึจ าเป็นอย่างยิง่ใน
การส่งเสริมอุตสาหกรรมการผลิตปลาดุกบิ๊กอุยให้
ยัง่ยืน และเป็นการอนุรักษ์พันธุ์ปลาดุกอุยให้คงอยู่
สบืไป  

อย ่างไรก ็ตามการเลี ้ยงปลาดุกอ ุยมกั
ประสบปญัหาการระบาดของโรค [5] โดยเฉพาะ         
โรคที่มสีาเหตุมาจากเชื ้อแบคทเีรยี Aeromonas 
hydrophila แ ล ะ  Flavobacterium columnare ซึ ่ง
พบว่า มกีารระบาดมากระหว่างการอนุบาลลูกปลา 
การป้องกันและควบคุมโรคโดยการใช้ยาปฏิชีวนะ          
ท าให้เกิดปญัหาการตกค้างของยาในตัวปลา และ 
ปญัหาการดื้อยาของเชือ้ก่อโรคซึ่งจะท าใหก้ารควบคุม
โรคเป็นไปด้วยความยากล าบากยิ่งขึ้น ด้วยเหตุนี้          
การใช้แบคทีเรียโปรไบโอติกส์จงึเป็นวิธีการที่ได้รบั
การยอมรบัและน ามาใชใ้นการจดัการสุขภาพสตัว์น ้า 
[6], [7]  

แบคท เี ร ยี ก ร ด แ ล คต ิก  ( Lactic acid 
bacteria, LAB) เป็นแบคทเีรยีที ่มคี ุณสมบตั ิเป็น   
โปรไบโอต ิกส์ สามารถสร้างกรด และสารอื่นๆ ที่
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชื้อก่อโรค แบคทเีรยีกรด
แลคต ิกหลายๆชนิดเป็นแบคทเีรยีประจ าถิ ่นใน
ทางเดนิอาหารของปลาที่มสีุขภาพด ีและสามารถ

พบได้ในทางเดนิอาหารของปลาวยัอ่อน และในน ้าที่
ใช ้เลี้ยง [8], [9]  แบคทเีรยีกรดแลคติกในทางเดนิ
อาหารช ่วย ป้องกนัการตั ง้ รกรากและการเพิม่
ปรมิาณของเชื้อก่อโรคหรอืเชื้อฉวยโอกาสอนัจะ
ส่งผลให้ปลาเกดิการเจ็บป่วย [10] นอกจากนี้ยงัมี
ส่วนช่วยในการผลติเอนไซม์ในการย่อยอาหาร การ
สงัเคราะห์วิตามินและกรดไขมนัที่จ าเป็น [11], [12] 
และยงัช่วยกระตุ้นการตอบสนองทางภูมคิุ ้มกนั และ
ความต้านทานโรค [13], [14], [15] ดงันัน้แบคทเีรยี
กรดแลคติกในทางเดนิอาหารจงึมคีวามส าคญัต่อ
การเจรญิเติบโตและความต้านทานโรคของปลาเป็น
อย่างยิง่ อย่างไรก็ตามยงัไม่มรีายงานการศกึษา
แบคทเีรยีกรดแลคติกจากทางเดนิอาหารปลาดุกอุย 
โดยเฉพาะการศกึษาประสทิธภิาพในการยบัยัง้เชื้อ
ก่อโรคในปลาน ้าจดื 

การศึกษานี้จึงมีว ัตถุประสงค์เพื่อ  คัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีศักยภาพในการ เป็น                
โปรไบโอติกตัวใหม่จากล าไส้ปลาดุกอุย โดยการ
ตรวจสอบกิจกรรมการยับยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทเีรยีก่อโรคทีส่ าคญัในปลาน ้าจดื ซึง่ผลการศกึษา
ที่ได้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง ต่อการน าไปใช้เป็น
แนวทางในการจดัการสุขภาพสตัวน์ ้าต่อไป 
 

วสัดอปุกรณ์และวิธีกำรวิจยั 
1. กำรคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติก 
คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากล าไส้              

ปลาดุกอุยวยัรุ่นขนาด 10  2.4 กรมั จ านวน 30 ตวั 
ซึ่ ง ไ ด้ จ ากฟาร์ มป ร ะม ง  คณะ เกษต รศ าสต ร์  
มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี โดยน าปลามาขงัไว้ในตู้
ทดลอง และให้อดอาหารเป็นเวลา 24 ชัว่โมงก่อนท า
การแยกเชื้อ จากนัน้ท าการสลบลูกปลาด้วยน ้าแข็ง
และใช้เครื่องมอืผ่าตัดในการเปิดช่องท้องโดยวิธีที่
ปลอดเชื้อ แยกตวัอย่างล าไส้ออกมา ล้าง 3 ครัง้ด้วย
น ้ าเกลือ  0.85% บดตัวอย่างในน ้ าเกลือ  และน า
สารละลายทีไ่ดไ้ปท าการเจอืจางครัง้ละ 10 เท่า จนถงึ
ระดบัการเจอืจางที ่10-7 และแยกเชือ้แบคทเีรยีโดยวธิ ี
spread plate อาหารแข็ง MRS (de Man – Rogosa 
and Sharp)  ที่ผสม แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3 ) 
ความเขม้ขน้ 1 % และน าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 ◦C เป็น
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เวลา 24-48 ชัว่โมง ในสภาวะทีไ่มใ่ชอ้อกซเิจน จากนัน้
สุ่มเก็บโคโลนีที่สร้างบริเวณใส (clear zone)  น ามา
เลี้ยงบนอาหารแข็ง MRS จานใหม่เพื่อให้ได้เชื้อที่
บรสิุทธิ ์และน าโคโลนีไปทดสอบการย้อมแกรม และ
การสรา้งเอนไซมแ์คทตาเลส เลอืกเกบ็เฉพาะโคโลนีที่
ให้ผลการย้อมแกรมเป็นบวก และไม่สร้างเอนไซม์           
คะตะเลส และน าเชื้อไปเก็บรักษาในสารละลาย             
กลเีซอรลั ความเขม้ข้น 15 % ที่อุณหภูม ิ- 80 องศา
เซลเซยีส จนกว่าจะใชใ้นการทดลองต่อไป 

2.  กำรทดสอบควำมสำมำรถขอ ง
แบคทีเรียกรดแลคติกในกำรยบัยัง้เช้ือก่อโรค 

2.1 แบคทเีรยีทดสอบ (indicator bacteria) 
แ บ ค ที เ รี ย ก่ อ โ ร ค ใ น ป ล า ที่ น า ม า                    

ใช้ ในการศึกษานี้ ป ระกอบไปด้วย  Aeromonas 
hydrophila AHAQH001 แ ล ะ AHAQH002 
Strepcoccusagalacteae SAAQH001 แ ล ะ 
SAAQH00 แ ล ะ  Flavobacteriumcolumnare 
FCAQH001 แ ล ะ  FCAQH002 ซึ่ ง ไ ด้ ร ั บ ค ว า ม
อนุเคราะห์จากหอ้งปฏบิตัิการการจดัการสุขภาพสตัว์
น ้ า  ภ าควิช า เพ า ะ เ ลี้ ย ง สัต ว์ น ้ า  คณะ ปร ะมง 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ โดยน ามาเพาะและเก็บ
รกัษาไวใ้นอาหารแขง็ TSA  

2.2 วธิ ีAgar spot test 
เพาะเลี้ยงแบคทเีรยีกรดแลคติกทีแ่ยกได้บน

อาหารแข็ง MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เขีย่โคโลนีเดี่ยวมาปลูก
เชื้อแบบจุดบนอาหารแข็ง MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในสภาพที่ไม่ใช้
ออกซเิจน และเททบัดว้ยอาหารกึง่แขง็ TSA YE (TSB 
ผสมกับ  Yeast Extract 0.75 %แล ะ  Agar 0.75 %) 
ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ซึ่งผสมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ
ความเข้มข้นประมาณ 106 CFU/ml และน าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใน
สภาพทีไ่ม่ใชอ้อกซเิจน ตรวจสอบการสรา้งสารยบัยัง้
แบคทเีรยีทดสอบจากบรเิวณใส (inhibition zone) รอบ
รอยเจรญิของแบคทเีรยีกรดแลคตกิทีป่ลกูไว ้ 

 
 

2.3 วธิ ีDisc diffusion method  
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีผลการยับยัง้

แบคทีเรยีทดสอบทุกสายพนัธุ์ในระดบัดีมากจากวิธี 
Agar spot test มาศกึษาความสามารถในการสรา้งสาร
ยบัยัง้จุลินทรีย์ด้วยวิธี disc diffusion assay โดยน า
แบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
MRS บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงจากนัน้แยกเซลล์โดยการเหวี่ยงแยกเซลล์ที่ 
15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บน ้าเลี้ยง
เซลล์และแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดงันี้ คือ 1) ส่วนที่ไม่
ปรบัค่า pH 2) ส่วนที่น ามาปรบัค่า pH ให้เป็นกลาง
เท่ากบั 7 ด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความ
เขม้ขน้ 10 นอร์มลั และ 3) ส่วนที่เป็นกลางซึ่งน ามา
ผ่านการย่อยด้วย proteinase K  และน าไปต้มที่ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 min จากนัน้กรองน ้าเลีย้ง
เซลล์ทัง้  3 ส่วนด้วยแผ่นกรองปลอดเชื้อขนาด             
ความพรุน 0.2 ไมโครเมตร (syling filter, Satorius) 
น าสารละลายทีก่รองได ้ปรมิาตร 30 ไมโครลติร หยด
ลงบนกระดาษกรองปลอดเชื้อขนาด 6 มิลลิเมตร            
ที่วางบนผวิหน้าอาหารกึ่งแข็ง TSA YE ซึ่งผสมเชื้อ
แบคทเีรยีทดสอบความเขม้ขน้ประมาณ 106 CFU/ml 
ท าการทดสอบทัง้สิน้ 3 ซ ้า และน าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่ โมง ในสภาพที่                             
ไม่ ใช้ออกซิเจน ตรวจสอบการสร้างสารยับยัง้
แบคทเีรยีทดสอบจากบรเิวณใส (inhibition zone) รอบ
แผ่นกระดาษกรอง  และวัดเส้นผ่ านศูนย์กลาง 
(มลิลเิมตร) โดยใช้อาหารเหลว MRS เป็นชุดควบคุม 
(negative control) 

 

กำรจดัจ ำแนกสำยพนัธุ์แบคทีเรียกรดแลคติก 
 น าแบคทีเรยีกรดแลคติกที่แยกได้มาท าการ
จดัจ าแนกเบื้องต้นในระดบัสกุล (genus level) ตาม
วธิกีารของ Axelsson [16] โดยการศกึษาลกัษณะทาง
สรีระวิทยา การเจริญของเชื้อในอาหารเหลว MRS 
และสภาวะการบ่มเชื้อทีแ่ตกต่างกนั ไดแ้ก่ รปูร่างและ
การจดัเรียงตัวของเซลล์ การสร้างแก๊ส การเจริญที่
อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส การเจริญใน
อาหารที่มีโซ เดียมคลอไรด์  6.5 และ 18% และ           
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การเจรญิในอาหารที่มคี่าความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) 
4.4 และ 9.6  
 ส าหรับการจ าแนกในระดับชนิด (species 
level) ไดใ้ชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป API 20 strep และ API 
50 CHL (BioMé rieux, USA) ภายใต้ค าแนะน าของ
บรษิทั 
 

กำรวิเครำะหท์ำงสถิติ 
 วเิคราะห์ค่าเฉลีย่ ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน ของ
เส้นผ่าศูนย์ของแบคทีเรียทดสอบที่ถูกยับยัง้โดย
แบคทีเ รียกรดแลคติก  ( inhibition zone) โดยใช้  
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง
ค่าเฉลีย่โดย Duncan’s multiple rang test (DMRT) 
 

ผลกำรวิจยั 
1. กำรคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจำก

ล ำไส้ปลำดกุอยุ 
 จากการน าล า ไส้ปลาดุก อุ ยมาคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งสามารถเจริญ และสร้าง
บริเวณใสรอบโคโลนี บนอาหารแข็ง MRS ที่ผสม
แคลเซียมคาร์บอเนต 0.5% พบว่า จากแบคทีเรียที่
แยกไดจ้ านวน 150 ไอโซเลท มแีบคทเีรยีกรดแลคตกิ

ทัง้สิ้น 77 ซึ่งประกอบไปด้วยแบคทีเรียรูปร่างกลม 
(cocci) จ านวน 65 ไอโซเลท และรปูร่างท่อน (bacilli) 
จ านวน 12 ไอโซเลท ที่ให้ผลการย้อมแกรมเป็นบวก 
และไม่สร้างเอนไซม์แคทตาเลส อันเป็นคุณสมบัติ
เบือ้งตน้ของแบคทเีรยีกรดแลคตกิ  

2. กำรคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกท่ี
สำมำรถยบัยัง้กำรเจริญของแบคทีเรียก่อโรคใน
ปลำ 
 เมือ่น าแบคทเีรยีกรดแลคตกิทัง้ 77 ไอโซเลท 
ไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของ
แบคทเีรยีก่อโรค 6 สายพนัธุ์ ดว้ยวธิ ีAgar spot test 
พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 77 ไอโซเลท แสดง
กจิกรรมการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีแกรมบวก 
และแกรมลบที่น ามาทดสอบ  โดยความสามารถใน
การยับยัง้จะขึ้นอยู่ก ับไอโซเลท และสายพันธุ์ของ
แบคทเีรยีทดสอบ (รูปที ่1) และมแีบคทเีรยีจ านวน 31 
ไอโซเลท หรอืประมาณ 40 % เท่านัน้ทีม่คีวามสามารถ
ในการยับยัง้แบคทีเรียก่อโรคทัง้ 6 สายพันธุ์ และ
พบว่ามแีบคทเีรยีกรดแลคตกิจ านวน 9              ไอ
โซเลทที่ให้ผลการยบัยัง้ดีที่สุด โดยมขีนาดของเส้น
ผ่านศนูยก์ลางการยบัยัง้อยู่ระหว่าง 10 - 49 มลิลเิมตร 
(ตารางที ่1)

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 1 ความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีทดสอบ (1) Aeromonas hydrophila (2) Streptococcus agalactiae 

และ (3) Flavobacterium columnare ของสารยบัยัง้ในน ้าเลี้ยงเซลล์ Lactobacillus brevis A) cell-free 

culture supernatant B) neutralized supernatant C) proteinase K-treated culture supernatant แ ล ะ   

D) control 

(1) (2) (3) 
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ตารางท่ี 1 แสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีทดสอบ Aeromonas hydrophila AHAQH001, 
002, Streptococcus  agalactiae SAAQH001, 002 แ ล ะ  Flavobacterium columnare FCAGH001, 
002 ของแบคทเีรยีกรดแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดโ้ดยวธิ ีagar spot test 

 

 
 
ไอโชเลท  

แบคทีเรียทดสอบ  

AHAQH 
001 

AHAQH 
002 

SAAQH 
001 

SAAQH 
002 

FCAQH 
001 

FCAQH 
002 

5  +  +++  ++  ++  ++  ++  

15  ++  ++  ++  ++  +++  +++  

28  +  ++  +  +  +  +  

30  ++  +++  ++  +++  +++  +++  

47  ++  ++  +  +  ++  ++  

53  +  +  +  +  +  ++  

68  +  ++  +  +  ++  ++  

76  +  ++  +  ++  +++  +++  

106  +  +++  +  ++  ++  ++  

(+) 10 – 25 mm, (++) 26 – 38 mm,   (+++) 39 – 50 mm 
 

3. กำรจดัจ ำแนกสำยพนัธุ์แบคทีเรียกรด
แลคติก 
 จากการจดัจ าแนกระดบัจนีัสโดยใชก้ารศกึษา
ลกัษณะทางสรีระวิทยา การเจริญของเชื้อในอาหาร
เหลว MRS และสภาวะการบ่มเชื้อทีแ่ตกต่างกนั ตาม
วธิกีารของ Axelsson [16] และการศกึษาลกัษณะทาง
ชวีเคมขีองเชือ้ โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเรจ็รปู API 20 strep 
และ API 50 CHL (BioMé rieux, USA) เพื่อจดัจ าแนก
ระดับชนิด (species level) พบว่าแบคทีเรียกรดแล
คติกที่ค ัด เลือกมาทัง้  9 ไอโซเลทประกอบด้วย 
Enterococcus sp. จ านวน 6 ไอโซเลท Lactococcus 
lactis ssp. lactis จ า น ว น  2 ไ อ โ ซ เ ล ท  แ ล ะ 
Lactobacillus brevis 1 ไอโซเลท  
 
 

4. กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรสร้ำง
สำรยบัยัง้จลิุนทรีย ์  
 เมื่อน าแบคทีเรียที่ค ัดเลือกได้ไปศึกษา
ความสามารถในการผลติสารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคที่
น ามาทดสอบด้วยวิธี Disc diffusion assay พบว่า 
ความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีทดสอบของสาร
ยบัยัง้ที่อยู่ในน ้าเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่านการปรับค่า  pH 
(cell-free culture supernatant) จะมคี่าแตกต่างกนัไป 
โดยมคี่าเฉลีย่ของเสน้ผ่านศูนยก์ลางอยู่ระหว่าง 6.6 – 
17.0 มลิลเิมตร ทัง้นี้ข ึ้นอยู่กบัไอโซเลทและสายพนัธุ์
ของแบคทเีรยีทดสอบ เมือ่วเิคราะหค์่าความแปรปรวน
ของเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่ปรากกฎบน
แบคทเีรียทดสอบพบว่า Flavobacterium columnare 
มคีวามไวต่อสารยบัยัง้ที่สรา้งจาก Enterococcus sp. 
แ ล ะ  Lactococcus lactis ssp. lactis ม า ก ก ว่ า 
Aeromonas hydrophila แ ล ะ Streptococcus 
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agalactiae อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(ตารางที ่2) โดย
มคี่าเฉลี่ยของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการยบัยัง้อยู่
ร ะ หว่ า ง16.0 – 16.8 มิล ลิ เ มตร  แล ะ 15.6 – 16.0 
มิลลิเมตร ตามล าดับ และ Lactobacillus brevis  มี
ความสามารถในการยับยัง้เชื้อ A. hydrophila และ          
S. agalactiae ไ ด้ ดี ก ว่ า  Enterococcus sp. แ ล ะ 
Lactococcus lactis ssp. lactis  อย่างมนีัยส าคญัทาง
สถิติ ดงัแสดงในตารางที่ 2 โดยความสามารถในการ
ยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคนี้เป็นผลมาจาก
สารยับยั ้งจุ ลินทรีย์ประ เภทต่างๆที่ แบคทีเ รีย                   
กรดแลคติกสร้างขึ้น  เช่น กรดอินทรยี์ ซึ่งท าให้เกิด
สภาพเป็นกรด เมื่อใช้น ้าเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการปรับ           
ค่า pH (neutralized culture supernatant) เพื่อก าจัด
ความสามารถในการยบัยัง้ทีเ่ป็นผลมาจากกรดอนิทรยี์ 
พบว่า แบคทเีรยีกรดแลคตกิทุกไอโซเลทสามารถสรา้ง
สารยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบได้ โดยมี
ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางการยบัยัง้อยู่ระหว่าง 
6.1 – 10.8 มลิลเิมตร  

เมือ่วเิคราะห์ค่าความแปรปรวนของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณใสที่ปรากกฎบนแบคทีเรีย
ทดสอบพบว่า A. hydrophila มคีวามไวต่อสารยบัยัง้ที่
ส ร้ า ง จ า ก  Lactobacillus brevis ไ ด้ ม า ก ก ว่ า                       
F. columnare อย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (ตารางที่ 3) 
และ Lactobacillus brevis ยงัมคีวามสามารถในการ
ยั บ ยั ้ ง เ ชื้ อ  A. hydrophila, S. agalactiae แ ล ะ                          
F. columnare ไ ด้ ดี ก ว่ า  Enterococcus sp. แ ล ะ 
Lactococcus lactis ssp. lactis  อย่างมนีัยส าคญัทาง
สถิติ (ตารางที่ 3) ในขณะที่ไม่พบกจิกรรมการยบัยัง้
แบคทเีรยีทดสอบจากน ้าเลีย้งเซลล์ทีม่สีภาพเป็นกลาง
และผ่ านกา รย่ อยด้ว ย  proteinase K (proteinase              
K -  treated culture supernatant) (รูปที่ 1) ยนืยนัได้
ว่า นอกเหนือจากกรดอินทรีย์แล้ว แบคทีเรียกรด            
แลคติกทัง้ 9 ไอโซเลทนี้ สามารถสร้างสารยับยัง้
ประเภทโปรตนี หรอืแบคเทอรโิอซนิได ้ 
 

อภิปรำยผลกำรวิจยั 
 การศกึษานี้เป็นการทดสอบความสามารถ

ของแบคทีเ รียกรดแลคติกที่แยกได้จากล าไส้              
ปลาดุกอุยต่อการยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคที่ส าคญัใน

ปลาน ้ าจืดโดยค านึงถึงกิจกรรมของสารยับยัง้ที่
แบคทีเรียสร้างขึ้น จากการทดลองสามารถแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกได้ 9 ไอโซเลทจากแบคทีเรีย
ทัง้สิ้น 77 ไอโซเลททีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื้ อก่อ โ รคทั ้ง แกรมบวกและ             
แกรมลบไดท้ัง้ 6 สายพนัธุ ์

ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น ้ า  แบคทีเรียกรด              
แลคติกโดยเฉพาะสกุล Lactobacillus ได้ถูกน ามาใช้
เป็นโปรไบโอติกส์อย่างกว้างขวาง [17] เนื่องจาก               
มีความปลอดภัยต่อสัตว์น ้ าและผู้บริโภค อีกทัง้ยัง
สามารถผลติสารยบัยัง้จุลนิทรยี์ประเภทต่างๆ ทีม่ผีล
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทีเรยีแกรมก่อโรค [18]  
โดยเฉพาะสารยบัยัง้ประเภทโปรตีนหรอืแบคเทอริ-
โอซินบางชนิด เช่น acidophilin และ lactocidin ที่
ใหผ้ลการยบัยัง้ในวงกวา้งต่อแบคทเีรยีก่อโรค และไม่
ก่อโรคหลายสกุล [19]  

โดยทั ว่ ไ ปปร ะ สิท ธิภ าพแล ะขอบ เขต
ความสามารถของแบคทเีรยีกรดแลคตกิต่อการยบัยัง้
เชื้อก่อโรคมพีื้นฐานมาจากกิจกรรมของแบคเทอริ-            
โอซิน  (bacteriocins) และผลรวมของสารยับยั ้ง
ประเภทอื่น เช่น กรดอนิทรยี์ ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์
และแบคเทอรโิอฟาจ [20] ซึ่งในการศกึษานี้ได้ใช้วธิี 
Agar spot test และ  Disc diffusion method ในการ
ทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้ของสารยบัยัง้ต่างๆ ทีส่รา้ง
ขึน้โดยแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 

Agar spot test เป็นวธิกีารเบื้องต้นทีน่ ามาใช้
ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรยีก่อโรค
ของแบคทเีรยีกรดแลคตกิ เนื่องจากเป็นวธิทีีง่่าย และ
สะดวกต่อผูป้ฏบิตังิาน [21] โดยบรเิวณใสทีป่รากฏบน
เชื้อก่อโรคนัน้เป็นผลมาจากสารยบัยัง้ทุกประเภทที่
แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้น เช่น กรดอินทรีย์ 
ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์และ แบคเทอรโิอซนิ เป็นต้น 
ส่ ว น วิธี  disc diffusion method เ ป็ นก า รทดสอบ
กจิกรรมการสรา้งสารยบัยัง้ในอาหารเหลว โดยเฉพาะ
การสร้างสารยบัยัง้ประเภทโปรตีน หรือ แบคเทอริ-   
โอซนิ ในน ้าเลีย้งเซลล์ทีผ่่านการปรบั pH ใหเ้ป็นกลาง
ดว้ย NaOH เพื่อก าจดักรดอนิทรยี์ และไดด้ าเนินการ
ทดสอบภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนเพื่อยับยัง้         
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การผลติไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ [22] โดยกจิกรรม
ของแบคเทอรโิอซนิสามารถประเมนิไดจ้ากขนาดของ
เสน้ผ่านศนูยก์ลางของบรเิวณใสทีเ่กดิขึน้บนแบคทเีรยี
ทดสอบ [23] 

แบคทเีรยีกรดแลดตกิทีแ่ยกไดจ้ากการศกึษา
นี้ประกอบด้วย Enterococcus sp. (6) Lactococcus 
lactis ssp. lactis (2) แล ะ  Lactobacillus brevis (1) 
โดยความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคปลา
ทัง้ 6 สายพนัธุ์นัน้มาจากสารยบัยัง้ประเภทต่างๆ ที่
แบคทีเรียผลิตขึ้น ซึ่งเมื่อตรวจสอบได้ด้วยวิธี Disc 
diffusion assay โดยใชน้ ้าเลีย้งเซลล์แบบต่างๆ พบว่า 
เส้นผ่านศูนย์กลางบรเิวณใสที่ได้จากน ้าเลี้ยงเซลล์ที่
ผ่านการปรบัค่า pH มขีนาดลดลงไปจากเดมิทีไ่ดจ้าก
น ้าเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่านการปรบัค่า pH บ่งชี้ว่ากลไก
หนึ่งของการยบัยัง้มาจากการสร้างกรดอินทรยี์ ส่วน
บรเิวณใสทีไ่ดจ้ากน ้าเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการปรบัค่า pH 
นัน้เป็นผลมาจากการผลติแบคเทอรโิอซนิซึ่งเป็นสาร

ยบัยัง้ประเภทโปรตนี ซึ่งสอดคลอ้งกบัผลการทดสอบ
โดยใชน้ ้าเลี้ยงเซลล์ทีผ่่านการปรบัสภาพใหเ้ป็นกลาง 
และน าไปย่อยดว้ย Proteinase K แลว้ไม่พบกจิกรรม
การยบัยัง้แบคทเีรยีทดสอบใดๆเลย [24] เมือ่พจิารณา
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางการยบัยัง้ที่ได้จากการ
ทดสอบด้วยวิธี  Disc diffusion assay แล้วพบว่ า
แบคที เ รีย ก รดแล คติก  Lactobacillus  brevis มี
ความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคที่น ามา
ทดสอบคือ Aeromonas hydrophila,  Streptococcus 
agalactiae และ  Flavobacterium columnare ไดด้กีว่า 
Enterococcus sp. และ Lactococcus lactis ssp. lactis 
(ตารางที่ 2 และ 3) อันบ่งชี้ถึงประสิทธภิาพของสาร
ยบัยัง้จุลนิทรยีท์ีแ่บคทเีรยีกรดแลคตกิสายพนัธุน์ี้ผลติ
ขึ้ น  ดั ง นั ้น  Lactobacillus brevis ที่ แ ย ก ไ ด้ จ า ก
การศกึษาครัง้นี้จงึควรถูกพจิารณาในฐานะแบคทเีรยี
โปรไบโอตกิสท์ีม่ศีกัยภาพในการควบคุมโรคแบคทเีรยี
ในการเพาะเลีย้งสตัวน์ ้า

ตารางท่ี  2 ค ว ามสามารถ ในการยับยั ้ง แบคที เ รียทดสอบ  Aeromonas hydrophila AHAQH001, 002, 
Streptococcus agalactiae SAAQH001, 002 และ Flavobacterium columnare FCAQH001, 002 ที่
ได้จากน ้ าเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่านการปรบัค่าpH (cell-free culture supernatants) ของแบคทีเรียกรด              
แลคตกิทีแ่ยกได ้

aอกัษรตวัพมิพใ์หญ่แสดงการเปรยีบเทยีบความไวของแบคทเีรยีทดสอบต่อสารยบัยัง้ทีผ่ลติจากแบคทเีรยีกรดแลคตกิแต่ละไอโซเลท 
(แนวนอน) 

 อกัษรตวัพมิพเ์ลก็แสดงการเปรยีบเทยีบความสามารถของสารยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีทดสอบแต่ละสายพนัธุ ์(แนวตัง้)  
 ค่าเฉลีย่ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางทีต่ามดว้ยตวัอกัษรเหมอืนกนัไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P  0.05) 

 
 

แบคทีเรียกรดแลคติก  

แบคทีเรียทดสอบ 
ค่าเฉล่ียขนาดเส้นผา่ศนูยก์ลางบริเวณยบัยัง้ (และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน),mma 

AHAQH 
001  

AHAQH 
002  

SAAQH 
001  

SAAQH 
 002  

FCAQH 
001  

FCAQH 
002  

Enterococcus sp. 
(n=6) 

6.6(0.01) 
Bb 

8.8(0.03) 
Bb 

7.2(0.03) 
Bb 

7.3(0.01) 
Bb 

16.8(0.03) 
Aab 

16.0(0.04) 
Aa 

Lactococcus lactis ssp. 
lactis (n=2) 

7.1(0.01)  
Bb 

9.0(0.01) 
Bb 

7.2(0.04) 
Bb 

7.3(0.01) 
Bb 

15.6(0.01) 
Ab 

16.0(0.03) 
Aa 

Lactobacillus brevis 
(n=1) 

16.0(0.05) 
Aa 

16.0(0.03
)Aa 

14.5(0.05
)Aa 

15.6(0.03
)Aa 

17.0(0.00) 
Aa 

16.0(0.10) 
Aa 
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ตารางท่ี  3 ค ว ามสามารถ ในกา รยับยั ้ง แบคที เ รียทดสอบ  Aeromonas hydrophila AHAQH001,002, 
Streptococcus agalactiae SAAQH001, 002 แ ล ะ  Flavobacterium columnare FCAQH001, 002 
โดยสารยับยัง้ในน ้ าเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการปรับค่า pH (neutralized culture supernatants) ของ
แบคทเีรยีกรดแลคตกิทีแ่ยกได ้

 
aอกัษรตวัพมิพใ์หญ่แสดงการเปรยีบเทยีบความไวของแบคทเีรยีทดสอบต่อสารยบัยัง้ทีผ่ลติจากแบคทเีรยีกรดแลคตกิแต่ละไอโซเลท 

(แนวนอน) 
 อกัษรตวัพมิพเ์ลก็แสดงการเปรยีบเทยีบความสามารถของสารยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีทดสอบแต่ละสายพนัธุ ์(แนวตัง้)  
 ค่าเฉลีย่ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางทีต่ามดว้ยตวัอกัษรเหมอืนกนัไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P  0.05) 
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AHAQH 

001 

AHAQH 

002 
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002 

FCAQH 

001 

FCAQH 
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6.6(0.02) 

 Ab 

6.3(0.02)  

Ab 

6.5(0.02)  

Ab 

6.4(0.02)  

Ab 

6.6(0.01) 

 Ab 

Lactococcus lactis ssp. 

lactis (n=2) 

6.3(0.00) 

Ab 

6.3(0.00) 

 Ab 

6.2(0.01)  

Ab 

6.1(0.02)  

Ab 

6.2(0.02) 

 Ab 

6.7(0.02)  

Ab 

Lactobacillus brevis 

(n=1) 

10.8(0.05) 

Aa 

10.7(0.03)  

Aa 

10.5(0.08) 

ABa 

10.2(0.07)  

Aa 

8.9(0.02)  

Ca 

9.0(0.03) 

 BCa 
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