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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. สารเคมี

1.1 สารเคมีสําหรับทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของเชื้อ  (ภาค
ผนวก ก)

1.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะหสวนประกอบทางโภชนาการของอาหาร    (ภาค
ผนวก ข)

1.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ภาคผนวก ค)
1.4 สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารทดลอง (ตารางที่ 2)

2. พันธุปลานิล
2.1 ปลาขนาดเล็ก
ลูกปลานิลแดงแปลงเพศ ขนาด 2-3 นิ้ว จากสถานีเพาะเลี้ยงน้ําจืดลําปา จังหวัด

พัทลุง
2.2 ปลาขนาดใหญ
ปลานิลแดงแปลงเพศ ขนาด 5-6 นิ้ว จากสถานีเพาะเลี้ยงน้ําจืดลําปา จังหวัด

พัทลุง

3. อาหารสําหรับปลานิลแดงแปลงเพศ
อาหารสําหรับอนุบาลปลากอนเริ่มการทดลองใชอาหารชนิดลอยน้ํา 9961 ไฮเกรด มีคุณ

คาทางอาหาร ไดแก โปรตีนไมตํ่ากวา 40 เปอรเซ็นต ไขมันไมตํ่ากวา 3 เปอรเซ็นต ความชื้นไมตํ่า
กวา 12 เปอรเซ็นต และกากไมตํ่ากวา 4 เปอรเซ็นต

4. คุณภาพน้ําที่ใชเลี้ยงปลาทดลอง
- ความเปนกรด-ดาง (pH) 6.2-7.5
- ออกซิเจนละลายน้ํา (DO) 3.0-5.5 พีพีเอ็ม
- ความเปนดาง (alkalinity) 50-100 พีพีเอ็ม
- ความกระดาง 60-110 พีพีเอ็ม
- อุณหภูมิ 27-29 องศาเซลเซียส
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5. สมุนไพร
5.1 สารสกัดน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพร 10 ชนิด คือ ขมิ้น ใบมะกรูด ผิวมะกรูด 

ตะไครหอม ตะไคร โหระพา กะเพรา พลู กานพลู และเปลือกอบเชยเทศ จากบริษัทอุตสาหกรรม
เครื่องหอม ไทย-จีน จํากัด (Thai-China Flavours and Fragrances Industry Co., Ltd.) โดย
การกลั่นดวยไอน้ํา (stream distillation)

5.2 สารสกัดผงจากสมุนไพร 1 ชนิด คือสารสกัดขมิ้น จากบริษัทอุตสาหกรรมเครื่อง
หอม ไทย-จีน จํากัด (Thai-China Flavours and Fragrances Industry Co., Ltd.) โดยการสกัด
หยาบ

5.3 สารสกัดหยาบสมุนไพร 8 ชนิด คือ เปลือกสะเดา ใบสะเดา หญาละออง ไพล
น้ํานมราชสีห คําแสด ขอย และมะกล่ําตาชาง สกัดจากภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤษศาสตร 
คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

อุปกรณ
1. อุปกรณสําหรับเชื้อแบคทีเรีย

1.1 อุปกรณสําหรับแยกเชื้อแบคทีเรีย ไดแก ชุดผาตัด (มีดผาตัด กรรไกรผาตัด เล็ก–
ใหญ กรรไกรตัดกระดูก และปากคีบ) ชุดแยกเชื้อ (ลูปเขี่ยเชื้อ ตะเกียงแอลกอฮอล ตูบมเชื้อ 
(incubator) จานเพาะเชื้อ (plate) และอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับแยกเชื้อแบคทีเรีย ไดแก Tryptic 
Soy Agar (TSA), Tryptic Soy Broth (TSB) Blood Agar (BA) หรือ Sheep Blood Agar (SBA) 
และชุดทดสอบคุณสมบัติของเชื้อทางชีวเคมี (API 20 STREP ยี่หอ bioMérieux, France) สําหรับ
แยกเชื้อสเตรฟโตคอคคัส

1.2 อุปกรณทดสอบความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ ไดแก แผนยาทดสอบชนิดตาง ๆ 
คือ เพนนิซิลิน (P ; 10 µg) นาลิไดสิค แอซิด (NA ; 30 µg) ซัลฟาเมททอกซาโซล/ไตรเมธโธพริม 
(SXT ; 25 µg) อีรีโทรมัยซิน (E ; 15 µg) ออกโซลินิค แอซิด (OA ; 2 µg) ไนโตรฟูแรนโทอิน (F ; 
300 µg) นอรฟลอกซาซิน (NOR ; 10 µg) แอมพิซิลลิน (AMP ; 10 µg) คลอแรมเฟนนิคัล (C ; 30 
µg) และออกซี่เตตราซัยคลิน (OT ; 30 µg) อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับทดสอบความไวของเชื้อตอ    
ยาปฎิชีวนะชนิด Mueller Hinton Agar (MHA)
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2. อุปกรณที่ใชเลี้ยงปลาทดลอง
2.1 ถังไฟเบอรกลาสกขนาด 3 ตัน
2.2 ตูกระจกทดลองขนาด 44x19x20 นิ้ว ปดดานขางใหมีสีทึบเพื่อลดการรบกวน

จากภายนอกดวยแผนพลาสติกสีดําทั้ง 3 ดาน
2.3 อุปกรณระบบใหอากาศไดแก เครื่องใหอากาศ สายยาง หัวทราย
2.4 อุปกรณเปลี่ยนถายน้ํา ไดแก สายยางดูดตะกอน
2.5 อุปกรณขนยายปลา ไดแก สวิงชอนปลา ขันพลาสติก

3. อุปกรณสําหรับทดสอบความรุนแรงของเชื้อ
3.1 ไซริงกขนาด 1 ซีซี พรอมเข็มฉีดยาสําหรับฉีดเชื้อ ขนาด 25 Gx1 นิ้ว
3.2 เครื่องมือสําหรับวัดคา OD (เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร (UV-VIS 

Spectrophotometer รุน UV -1201 ยี่หอ Shimadzu)
3.3 ตูกระจกขนาด 44x19x20 นิ้ว ปดดวยพลาสติกสีทึบทางดานขางและดาน

หลัง อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวย เครื่องใหอากาศ สายยางและหัวทราย

4. อุปกรณวิเคราะหคุณภาพน้ํา
4.1 อุปกรณวัดอุณหภูมิน้ํา คือ เทอรโมมิเตอร
4.2 อุปกรณวิเคราะหปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ํา (dissolved oxygen, DO) 

คือ เครื่อง DO meter ของ YSI model 57
4.3 อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง (pH) คือ เครื่อง pH meter ของ Mettler 

Delta รุน 340
4.4 อุปกรณและเครือ่งแกวสาํหรบัวเิคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแก 

ขวดรปูชมพู บีกเกอร กระบอกตวง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางน้ํา บิวเรตและชุดจับบิวเรต

5. อุปกรณการศึกษาพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อ
5.1 ชุดอุปกรณผาตัด
5.2 เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของ 

Technicon Corporation รุน Autotechnicon Mono MOD. 2A
5.3 เครื่องตัดชิ้นเนื้อเยื่อ ของ Jung AG Heidelberg ตูอบ อางน้ําอุน (warm 

bath) เตารอน (hot plate) สไลด
5.4 กลองถายภาพของ Olympus รุน AX 70 พรอมกลองบันทึกภาพ DP-10
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6. อุปกรณสําหรับศึกษาประสิทธิภาพของสมุนไพร
6.1 หลอดทดลอง ขนาด 50 มิลลิลิตร พรอมดวยไมโครปเปต (micropipette) 

ปริมาตร 200 และ 1,000 ไมโครลิตร
6.3 อุปกรณฆาเชื้ออุปกรณทดลอง หมอนึ่งความดัน (Tomy Seiko Co.,Ltd, SS-

325) ตูอบเครื่องแกว (Hot air oven)
6.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ MHA สําหรับทดสอบประสิทธิภาพสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อ 

พรอมเครื่องแกวและจานเพาะเชื้อ

7. อุปกรณเตรียมอาหารทดลอง
7.1 เครื่องเตรียมอาหารทดลอง Hobart Model A 200T ประกอบ ชุดผสมอาหาร

แบบมีใบพัดและชุดเครื่องอัดเม็ดอาหาร
7.2 อุปกรณชั่งตวงวัสดุอาหาร ไดแก เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 2 ตําแหนง Satorius 

รุน Basic เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง Satorius รุน Research กระบอกตวง บีกเกอร ถาด
เตรียมอาหาร

7.3 ตูอบอาหาร
7.4 ตูแชแข็งใชสําหรับเก็บอาหารระหวางทดลอง

8. อุปกรณวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง
8.1 อุปกรณวิเคราะหความชื้น ไดแก ขวดชั่ง (weighing bottle) ตูอบ (hot air 

oven) ของ Memmert โถดูดความชื้น (desiccators) เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
8.2 อุปกรณวิเคราะหโปรตีน ไดแก เครื่องยอย (digestion apparatus) ของ 

Gerhardt รุน Kjeldatherm เครื่องกลั่น (distillation apparatus) ของ Gerhardt รุน Vapodest I 
หลอดยอยโปรตีน (digestion tube) กระบอกตวง บีกเกอร บิวเรต และขวดรูปชมพู

8.3 อุปกรณวิเคราะหเถา ไดแก ถวยกระเบื้องเคลือบ (crucible) เตาเผา (muffle 
furnace) ของ Gallenkamp โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง

8.4 อุปกรณวิเคราะหไขมัน ไดแก ชุดเครื่องมือวิเคราะหไขมัน รุน Soxtec 
System HT6 ไสกรองสาร ถวยสกัดสาร ตูอบ โถดูดความชื้น เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง
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วิธีการทดลอง

1. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติของเชื้อสเตรฟโตคอคคัส
1.1 แยกเชื้อแบคทีเรียจากปลาปวยที่เลี้ยงในระบบธรรมชาติ
แยกเชื้อแบคทีเรียจากปลาปวยที่แสดงลักษณะอาการลําตัวสีคล้ําและตกเลือดที่

บริเวณลําตัวโดยทําการผาทองปลาดวยเทคนิคปราศจากเชื้อ (aseptic technique) เขี่ยเชื้อ
แบคทีเรียจากตับ ไต สมอง และตา มาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar (TSA) หรือ 
Blood agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง สุมเลือกโคโลนีจากจานเพาะเชื้อมา
ยอมสีแกรม เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อและทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส 
(catalase) และออกซิเดส (oxidase) เพื่อแยกวาเปนเชื้อสเตรฟโตคอคคัสหรือไม จากนั้นนําเชื้อที่
ไดมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA จนไดเชื้อบริสุทธิ์ แลวทําการเก็บรักษาเชื้อ (stock) ไวในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Tryptic soy broth (TSB) ที่มีกลีเซอรรีน (glycerin) ผสมอยู 15 เปอรเซ็นต นําไปเก็บที่
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค 
(pathogenicity)

1.2 ทดสอบคุณสมบัติของเชื้อสเตรฟโตคอคคัส
นําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยทดสอบการสรางเอนไซม      

คะตะเลส (catalase) เอนไซมออกซิเดส (Oxidase) การยอยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic) บน 
Sheep blood agar (SBA) ทดสอบการยอยเจลาติน แปง (starch), แอสคูลิน (esculin) อารจินีน 
(arginine) โซเดียมฮิปปูเรต (sodium hippurate) ทดสอบความสามารถใชน้ําตาลชนิดตาง ๆ ได
แก อะราบิโนส (arabinose) กลูโคส (glucose) กลีเซอรอล (glycerol) แลคโตส (lactose) มอลโต
ส (maltose) แมนนิทอล (mannitol) ซูโครส (sucrose) ทรีฮาโลส (trehalose) และ ไซโลส 
(xylose) โดยใชชุดทดสอบ Api 20 strep (bioMérieux, France) การทนตอสภาวะความเปนดาง 
(pH 9.6 ) และการเจริญเติบโตในความเค็ม 6.5 การทนตออุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส 
ตามวิธีของ Bergey’ s manual (Sneath et al., 1986)

1.3 ทดสอบความไวของเชื้อสเตรฟโตคอคคัสตอยาปฏิชีวนะ
นําเชื้อสเตรฟโตคอคคัส ที่มีการเจริญเปนลักษณะโคโลนีเดี่ยว ๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

TSA มาเขี่ยลงในน้ําเกลือปลอดเชื้อเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต ใหมีความเขมขนใกลเคียงกับ 
McFarland No. 0.5 ใชสําลีที่ปลอดเชื้อจุมลงในสารละลายเชื้อสเตรฟโตคอคคัส แลวนําไปเกลี่ย
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ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA จนทั่วจานอาหารเพาะเชื้อ วางแผนยา (disc) ชนิดตาง ๆ ทั้งหมด 10 
ชนิด ดังนี้ เพนนิซิลิน (P ; 10 µg) นาลิไดสิค แอซิด (NA ; 30 µg) ซัลฟาเมธทอกซาโซล/ไตรเมธ
โธพริม (SXT ; 25 µg) อีรีโทรมัยซิน (E ; 15 µg) ออกโซลินิค แอซิด (OA ; 2 µg) ไนโตรฟูแรนโท
อิน (F ; 300 µg) นอรฟลอกซาซิน (NOR ; 10 µg) แอมพิซิลลิน (AMP ; 10 µg) คลอแรมเฟนนิคัล 
(C ; 30 µg) และออกซี่เตตราซัยคลิน (OT ; 30 µg) วางลงบนอาหาร MHA บมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง วัดวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น จากนั้นแปลผลความไวของเชื้อตอ
ยาปฏิชีวนะโดยใชตารางมาตรฐาน (MacFaddin, 1980)

2. ศึกษาความรุนแรงของเชื้อสเตรฟโตคอคคัส (LD50
 ที่ 10 วัน)

2.1 เตรียมปลาทดลอง
นําปลานิลแดงแปลงเพศ 2 ขนาด ที่ไดจากพอแมพันธุเดียวกันมาเลี้ยง โดยน้ําหนัก

ประมาณ 2 กรัม และ 90 กรัม ในถังไฟเบอรมีน้ําที่ผานการฆาเชื้อดวยคลอรีนและใหอากาศตลอด
เวลา ใหอาหารทุกวัน ๆ ละ 2 คร้ัง (เชา-เย็น) เพื่อปรับสภาพใหปลาชินกับสภาพการทดลอง
ประมาณ 1 สัปดาห และงดอาหาร 1 วัน กอนเริ่มทําการทดลอง

2.2 เตรียมเชื้อสเตรฟโตคอคคัส
นําเชื้อสเตรฟโตคอคคัสบริสุทธิ์ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หรือ SBA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง นํามาละลาย
ในน้ําที่มีเกลือผสมอยู 0.85 เปอรเซ็นต ใหไดความขุนเทากับ Standard Mcfarland No. 0.5 แลว
ฉีดเชื้อเขาทางชองทองปลานิลแดงแปลงเพศ ทิ้งไวจนปลามีลักษณะอาการคือ ลําตัวมีสีซีดและ
วายน้ําควงสวาน ทําการแยกเชื้อจากปลามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกัน จากนั้นใหฉีด
กลับเขาสูตัวปลาใหมอีก 2-3 คร้ัง เพื่อเพิ่มความรุนแรงของเชื้อ แลวนําเชื้อที่ไดคร้ังสุดทายละลาย
ดวยน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร มีคา OD 
เทากับ 1 ซึ่งมีปริมาณเชื้อ 109 โคโลนี/มิลลิลิตร นําเชื้อเร่ิมตนที่ไดมาทําการเจือจางใหลดลง 10 
เทา (ten-fold steps) แลวคํานวณหาจํานวนเซลลตอ 1 มิลลิลิตร โดยวิธี drop method (Collins 
and Lyne, 1976)

2.3 การทดลองหาคา LD50 ที่ 10 วัน
การทดลองนี้เพื่อหาปริมาณของเชื้อสเตรฟโตคอคคัส โดยใหมีปริมาณเชื้อ 5 ระดับ ซึ่ง

อยูในชวงปริมาณเชื้อมากสุดที่ทําใหปลาตาย 100 เปอรเซ็นต และปริมาณเชื้อตํ่าสุดที่ไมสามารถ
ทําใหปลาตาย ซึ่งใชปลานิลแดงแปลงเพศ 10 ตัว ในแตละระดับฉีดเชื้อสเตรฟโตคอคคัสเขาทาง
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ชองทองในปริมาณที่เทากันทุกกลุมคือ 0.1 มิลลิลิตร/ตัว รวมทั้งกลุมควบคุมใหฉีดดวยน้ําเกลือ 
0.85 เปอรเซ็นต โดยเลี้ยงปลาในตูที่มีขนาด 44x19x20 นิ้ว ที่บรรจุน้ําปริมาณ 20 ลิตร บันทึกขอ
มูลการตายของปลาแตละวันและนําขอมูลมาคํานวณหาคา LD50 ที่ระยะเวลา 10 วัน ตามวิธีของ 
Reed และ Muench (1938)

3. ศึกษาการใชสมุนไพรตอการตานทานเชื้อสเตรฟโตคอคคัสในปลานิลแดงแปลงเพศ
ทําการคัดเลือกสารสกัด ที่ใหผล MIC ดีที่สุด มา 1 ชนิด จาก 19 ชนิด เพื่อนํามา

ศึกษาตอในสัตวทดลอง โดยมีลักษณะของสารสกัดดังนี้
- การสกัดสารจากพืชสมุนไพร
สวนที่ 1 การสกัดน้ํามันหอมระเหย พืชสมุนไพร 10 ชนิด คือ ขมิ้น ใบมะกรูด ผิวมะกรูด 

ไครหอม ตะไคร โหระพา กะเพรา พลู กานพลู และเปลือกอบเชยเทศ
นําพืชสมุนไพรที่ไดคัดสวนแลวนํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น ชั่ง แลวสับเปนชิ้น   

เล็ก ๆ อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง แลวนําไปบดใหเปนผงละเอียด ชั่ง
น้ําหนัก แลวหมักดวยน้ํา แลวมาสกัดโดยใหไอน้ําผานพืชสมุนไพรที่จะสกัดน้ํามันหอมระเหยที่อยู
ในหมอกลั่น ซึ่งน้ํามันหอมระเหยจะถูกสกัดออกมาพรอมกับไอน้ําผานไปตามทอและถูกทําใหเย็น
ตัวเปนของเหลวเก็บไวในขวด น้ํามันหอมระเหยจะแยกตัวออกจากชั้นน้ํา แลวทําการแยกเอาน้ํา
มันหอมระเหยเก็บไวในตูอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไวสําหรับทดลอง (บริษัทอุตสาหกรรมเครื่อง
หอม ไทย-จีน จํากัด)

สวนที่ 2 การสกัดหยาบสมุนไพร พืชสมุนไพร 9 ชนิดมาสกัด คือ ขมิ้น เปลือกสะเดา
อินเดีย ใบสะเดาบาน หญาละออง ไพล น้ํานมราชสีห คําแสด ขอย และมะกล่ําตาชาง ดังนี้

นําพืชสมุนไพรที่ไดคัดสวนแลวนํามาลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น ชั่ง สับเปนชิ้นเล็ก ๆ 
อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 20 ชั่วโมง แลวนําไปบดใหละเอียดและชั่งน้ําหนัก 
จากนั้นนําผงแหงมาสกัดดวยเอทานอล โดยทําการแชเปนระยะเวลา 7 วัน แลวกรองเอาสวนสกัด
ไประเหยใหแหง ภายใตความดัน นํากากมาสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง ระเหยแหงแลวรวบรวมสารสกัดทั้ง
หมดมาชั่ง แลวเก็บสารสกัดไวในตูอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไวสําหรับทดลอง
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3.1 การทดสอบหาคาความเขมขนตํ่าสุด (MIC) ของสารสกัดสมุนไพรตอเชื้อ
สเตรฟโตคอคคัส โดยใชวิธี Agar dilution method
3.1.1 เตรียมสารสกัดสมุนไพร 19 ชนิด โดยนําแตละชนิดมาละลายดวยสารทํา

ละลาย dimethylsulphoxide (DMSO) (Hili et al., 1997) แลวนํามาผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Muller Hinton Agar (MHA) ในอัตราสวน 1:100 (สารสกัด 0.2 มิลลิลิตร : MHA 19.8 มิลลิลิตร) 
ทําการเจือจางใหมีความเขมขนลดลง 2 เทา (2-fold serial dilution) ใหไดความเขมขน 5 ระดับ คือ 
1,000, 500, 250, 125 และ 62.5 พีพีเอ็ม ดัดแปลงจาก Washington (1974) ผสมใหเขากันใน
หลอดทดลอง นํามาเทลงในจานเพาะเชื้อ ต้ังทิ้งไวใหอาหารแข็ง ทําการทดสอบ 3 ซ้ํา สวนชุดควบ
คุมใช MHA ผสมกับ DMSO

3.1.2 นําเชื้อสเตรฟโตคอคคัส ที่มีอายุ 18-24 ชั่วโมง ละลายในน้ําเกลือ 0.85 
เปอรเซ็นต ที่ฆาเชื้อแลวใหมีความขุนเทากับ Standard Mcfarland No. 0.5 ซึ่งจะมีเชื้อประมาณ 
1.5×108 โคโลนี/มิลลิลิตร (มาลิน, 2540) หลังจากนั้นใชวิธีการหยด (drop plating techniques) 
ดัดแปลงจาก Straka and Stokes (1957) ลงบนจานเพาะเชื้อที่เตรียมอาหารผสมสารสกัดสมุนไพร
ไวในขั้นตน แลวนําไปบมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

อานผลโดยดูความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดสมุนไพรแตละชนิดที่ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อสเตรฟโตคอคคัสโดยเทียบกับชุดควบคุม

3.2 การศึกษาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดสมุนไพร
คัดเลือกสมุนไพรที่ใหผลการยับยั้งเชื้อไดดีที่สุดคือ น้ํามันเปลือกอบเชยเทศ นํามาตรวจ

สอบหาสารสําคัญดวยเทคนิคการวิเคราะห GC-MS ดวยวิธี WI-RES-GC/MS-001 ใชเครื่อง HP 
5890 Gas Chromatograph คอลัมน HP-INNOWAX โดยการฉีดตัวอยางน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ 
ที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ภายใตสภาวะคอลัมนที่อุณหภูมิเร่ิมตน 65 
องศาเซลเซียส เพิ่มข้ึนจนถึง 200 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 5 องศาเซลเซียส/นาที โดยมีแกสฮี
เลี่ยม (He) เปนตัวพา (mobile phase) ที่อัตราเร็ว (flow rate) เทากับ 1 มิลลิลิตร/นาที โดยสารที่
ผานการแยกดวย GC จะถูกนําเขา Mass Spectrometry เพื่อศึกษาโครงสรางและมวลโมเลกุล
ของน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ ดวยเครื่อง HP 5972 Mass Selective Detector โดยผานฟลเตอร
เพื่อทําใหเขมขนขึ้น จากนั้นโมเลกุลของน้ํามันเปลือกอบเชยเทศจะถูกทําใหแตกตัวเปนไอออนดวย
การใหโมเลกุลรับพลังงานที่มากพอที่ทําใหเกิดการแตกตัวเปนไอออน ดวยอุณหภูมิ 220 องศา
เซลเซียส และติดตามประจุบวกที่เกิดขึ้นที่มีน้ําหนักระหวาง 35-350 เอเอ็มยู โดยเปรียบเทียบ
สเปกตรัมกับสารตัวอยางมาตรฐาน
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3.3 การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเจริญเติบโตและการตานทาน
เชื้อสเตรฟโตคอคคัสในปลานิลแดงแปลงเพศ

3.3.1 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized design, 
CRD) โดยแบงเปน 4 ชุดการทดลอง ๆ ละ 5 ซ้ํา (replication) (ซึ่งแบง 3 ซ้ํา เพื่อศึกษาการเจริญ
เติบโต อีก 2 ซ้ํา นําไปศึกษาความตานทานโรคและการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อปลานิลที่ไดรับ
สารสกัดน้ํามันอบเชย) โดยแตละซ้ําจะใชปลาจํานวน 20 ตัว โดยน้ําหนักเฉลี่ยของปลาตอตูเทากับ 
46.40-47.19 กรัม แตละตูทดลองบรรจุน้ํา 20 ลิตร ในระบบเลี้ยงใหอากาศตลอดระยะเวลาการ
เลี้ยงและใหอาหารวันละ 2 คร้ังเวลาเชา 9.00 น. และเย็น 16.00 น. (วิมล และกิจจา, 2535) โดย
ใหปลากินอาหารตามเปอรเซ็นตน้ําหนักตัว (กรมประมง, 2541) เปนระยะเวลา 8 สัปดาห ซึ่งชุด
การทดลองที่แบงออกเปน 4 ชุดการทดลองตามความเขมขนของน้ํามันเปลือกอบเชยและการ
คํานวณหนวยปริมาณสารดังตารางที่ 2
ชุดการทดลองที่ 1 อาหารชุดควบคุม         0   พีพีเอ็ม
ชุดการทดลองที่ 2 อาหารผสมน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ     250   พีพีเอ็ม
ชุดการทดลองที่ 3 อาหารผสมน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ     500   พีพีเอ็ม
ชุดการทดลองที่ 4 อาหารผสมน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ  1,000    พีพีเอ็ม

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบหนวยความเขมขนของน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ

หมายเหตุ : คาความถวงจําเพาะของน้ํามันเปลือกอบเชยเทศ เทากับ 1.0370 กรัม/ลูกบาศก
เซนติเมตร

3.3.2 การเก็บรวมขอมูล
วิเคราะหขอมูลโดยใชการวิเคราะหความแปรปรวน ANOVA แบบ CRD และ

เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวย Duncan’s Multiple Range Test (Steel and Torrie, 
1980) ชั่งน้ําหนักทุก 2 สัปดาห สังเกตพฤติกรรมการกินอาหาร แลวนําขอมูลมาคํานวณการเจริญ

ชุดการทดลองที่ หนวย (พีพีเอ็ม) หนวย (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)
1 0 0
2 250 259.25
3 500 518.5
4 1,000 1,037
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เติบโตตามวิธีการของ Jantrarotai และคณะ (1994) และประสิทธิการยอยอาหาร โดยการคํานวณ
อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) คํานวณตามวิธีการของ Dupree and 
Sneed (1966)

3.4 การศึกษาความตานทานโรคปลานิลแดงแปลงเพศที่ไดรับอาหารผสม
สมุนไพรที่ระดับตาง ๆ

สุมตัวอยางปลาทุก 2 สัปดาห หลังไดรับอาหารผสมน้ํามันเปลือกอบเชยเทศที่ความ
เขมขนตาง ๆ ทําการทดสอบความตานทานตอเชื้อสเตรฟโตคอคคัส โดยนําปลา 10 ตัว จากแตละ
ชุดการทดลองที่แยกไว 2 ซ้ํา โดยวิธีการฉีดเชื้อมีความเขมขนเทากับคา LD50 (3.59×103 โคโลนี/
มิลลิลิตร) เขาชองทองของปลาตัวละ 0.1 มิลลิลิตร บันทึกการตายของปลาในแตละวันแลวนําไป
หาคา Relative Percent Survival (RPS) (วีณา, 2534 ; Ellis, 1988)

3.5 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงเนื้อเยื่อของปลานิลแดงแปลงเพศหลังจากไดรับ
อาหารผสมสารสกัดสมุนไพร

เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อของปลา 2 ตัว จากแตละชุดการทดลองที่แยกไว 2 ซ้ําขางตน ทุก 2 
สัปดาห จนครบ 8 สัปดาห โดยเก็บเนื้อเยื่อเหงือก และอวัยวะภายใน ไดแก ตับ ไต และมาม ดอง
เนื้อเยื่อในน้ํายาฟอรมาลินเขมขน 10 เปอรเซ็นต เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อ นําอวัยวะทั้งหมด
ผานขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อ โดยใชเครื่อง Automatic Tissue Processor นําเนื้อเยื่อมาฝงใน
พาราพลาสก แลวนํามาตัดดวยเครื่องไมโครโตม (sliding microtome) หนา 3 ไมครอน ตามวิธี
ของ Humason (1979) และยอมดวยสี Hematoxylin และ Eosin ตามวิธีของ Bancroft (1967) 
เพื่อนํามาทําเปนสไลดถาวรและนําไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ โดยกลองจุลทรรศน


