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บทคัดย่อ 

การศกึษาครัง้นีท้ าการเก็บตวัอย่าง 2 ครัง้ ครัง้ท่ีหนึ่งเก็บตวัอย่างปลานิล ปลา
กะพงขาว ปลากะรัง ปลาเหยื่อ ดิน และน า้จากแหล่งเลีย้งในจังหวัดกระบี่ จังหวัดพัทลุง และ
จงัหวดัสงขลา เพื่อตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีอาจเป็นสาเหตขุองโรคสเตรปโตคอคโค
ซีสด้วยการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ พบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมจากปลานิลและน า้
ท่ีเลีย้งในอ าเภอบางแก้ว อ าเภอศรีบรรพต จงัหวดัพทัลงุ และปลานิลและปลาเหยื่อในอ าเภอสิง
หนคร จงัหวดัสงขลา และได้พฒันาเทคนิค multiplex PCR (m-PCR) เพื่อตรวจสอบแบคทีเรียท่ี
เป็นสาเหตขุองโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาจ านวน 3 ชนิดได้แก่ Streptococcus agalactiae S. 
iniae และ Lactococcus garvieae การทดสอบความไวของเทคนิคสามารถตรวจสอบแบคทีเรีย
แต่ละชนิดได้โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอต ่าสดุเท่ากับ 9.76 39.06 และ 19.53 พิโคกรัมตามล าดบั ใน
ครัง้ท่ีสองเก็บตวัอย่างปลานิลปกติและปลานิลป่วยจากอ าเภอป่าพะยอม อ าเภอบางแก้ว จงัหวดั
พทัลงุ และอ าเภอสิชล อ าเภอหวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช เพื่อตรวจสอบโรคสเตรปโตคอคโค
ซีสด้วยเทคนิค m-PCR ควบคู่กับการตรวจสอบด้วยการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดย
เทคนิค m-PCR สามารถตรวจพบแบคทีเรีย S. agalactiae ในตวัอย่างปลาจากอ าเภอบางแก้ว 
จังหวัดพัทลุง และอ าเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราชและไม่พบแบคทีเรียทัง้สามชนิดใน
ตวัอย่างปลานิลจากอ าเภอป่าพะยอม จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอสิชล จงัหวดันครศรีธรรมราช ผล
การตรวจสอบครัง้นีส้อดคล้องกบัการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ และจ าแนกชนิดด้วยการ
ทดสอบคุณสมบตัิทางชีวเคมีของแบคทีเรียด้วยวิธีการพืน้ฐานและการใช้ชุดทดสอบ API 20 
STREP ท่ีพบแบคทีเรีย S. agalactiae จากตวัอย่างปลานิลในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ และ
อ าเภอหัวไทร จังหวดันครศรีธรรมราช ส่วนแบคทีเรียท่ีแยกได้จากปลานิลในอ าเภอป่าพะยอม 
จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอสิชล จงัหวดันครศรีธรรมราช จ าแนกชนิดได้เป็น S. dysgalactiae และ 
S. equinus ตามล าดบั 
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ABSTRACT 
 

This study was composed of two samplings. The first sampling, tilapia, 
sea bass, grouper, trash fish, soil and water from cage culture were collected in Krabi, 
Phatthalung and Songkhla provinces for detection of Gram-positive cocci that could be 
causing streptococcosis by spread plating technique. Gram-positive cocci were 
detected in water samples and tilapia cultured in Bangkaew, Sri Banpot district, 
Phatthalung province and in trash fish and cultured tilapia from Singha Nakhon district, 
Songkhla province. A multiplex PCR (m-PCR) technique was developed for detection of 
pathogenic bacteria, the causative agents of streptococcosis of fish i.e Streptococcus 
agalactiae, S. iniae and Lactococcus garvieae. Study on the sensitivity of this technique 
indicated that the minimum DNA concentration detected by this technique were 9.76, 
39.06 and 19.53 picogram for S. agalactiae, S. iniae and L. garvieae, respectively. The 
second sampling, healthy and diseased tilapia cultured in Paphayom and Bangkaew 
districts, Phatthalung province and Sichon and Hua Sai districts, Nakhon Si thammarat 
province were collected for detection of streptococcosis by m-PCR technique and 
spread plating technique. The m-PCR technique showed positive results for S. 
agalactiae from tilapia cultured in Bangkaew district, Phatthalung province and Hua Sai 
district, Nakhon Si Thammarat province and negative results for samples from 
Paphayom district, Phatthalung province and Sichon district, Nakhon Si Thammarat 
province. The results of m-PCR was in accordance with spread plating technique,  
biochemical tests of bacteria by conventional method and API 20 STREP system which 
detected S. agalactiae from tilapia cultured in the same areas. Bacteria isolated from 



 

 

(5) 
 

Paphayom district, Phatthalung province and Sichon district, Nakhon Si Thammarat 
province were identified as S. dysgalactiae and S. equinus, respectively. 
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products generated with different annealing temperature using 3 
sets of oligonucleotide primers pLG-1/pLG-2, LOX-1/LOX-2 and 
F1/IMOD, capable of detecting specific sequence of 16S rDNA of 
L. garvieae, lctO of S. iniae and 16S rRNA of S. agalactiae, 
respectively. 

59 

Figure 10 Minimum DNA concentration for detection of L. garvieae, S. iniae 
and S. agalactiae by m-PCR using 3 sets of oligonucleotide 
primers pLG-1/pLG-2, LOX-1/LOX-2 and F1/IMOD, capable of 
detecting specific sequence of 16S rDNA of L. garvieae, lctO of S. 
iniae and 16S rRNA of S. agalactiae, respectively. 

60 

Figure 11 Patial DNA sequences of L. garvieae from m-PCR product. The 
shaded letters indicate the primers used for sequencing 

61 
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Figure 12 Patial DNA sequences of S. agalactiae from m-PCR product. The 

shaded letters indicate the primers used for sequencing 
62 

Figure 13 Patial DNA sequences of S. iniae from m-PCR product. The 
shaded letters indicate the primers used for sequencing 

63 

Figure 14 Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae from kidney 
and brain tissues of tilapia cultured in Bangkeaw, Phatthalung 
province 

64 

Figure 15 Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae from tilapia 
cultured in Hua Sai, Nakhon Si Thammarat province 

65 

Figure 16 Patial DNA sequences of S. agalactiae from tilapia. The shaded 
letters indicate the primers used for sequencing 

67 

Figure 17 Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae generated 
by using bacterial DNA isolated from fish 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 
  
การเพาะเลีย้งสตัว์น า้ในประเทศไทยนับวันยิ่งมีความส าคญัมากขึน้ เน่ืองจาก

ประชากรมีจ านวนเพิ่มขึน้ จึงท าให้ความต้องการบริโภคอาหารโดยเฉพาะสตัว์น า้ เพิ่มมากขึน้
เน่ืองจากเป็นแหลง่โปรตีนท่ีมีราคาถกูและมีคณุคา่ทางโภชนาการสงู แต่การจบัสตัว์น า้จากแหล่ง
ธรรมชาติได้ปริมาณลดลงซึง่สาเหตหุลกัมาจากการจบัท่ีมากขึน้ท าให้สตัว์น า้ตามธรรมชาติลดลง 
จึงท าให้เกษตรกรจ านวนมากให้ความสนใจประกอบอาชีพเพาะเลีย้งสตัว์น า้กันมากขึน้ เห็นได้
จากข้อมลูการจบัสตัว์น า้จากสว่นของการเพาะเลีย้งท่ีเพิ่มขึน้โดยในปี พ.ศ. 2537 มีปริมาณการจบั
จากการเพาะเลีย้งคิดเป็น 14.7 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณสัตว์น า้ทัง้หมด เม่ือถึงปี พ.ศ. 2551 
ปริมาณเพิ่มขึน้เป็น 41.5 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณการจับสตัว์น า้ทัง้หมด (ศูนย์สารสนเทศ กรม
ประมง, 2553) แต่ปัญหาท่ีส าคญัประการหนึ่งในการเพาะเลีย้งคือ การท่ีสตัว์น า้หรือปลาท่ีเลีย้ง
เกิดโรค ซึง่เกิดขึน้ได้จากหลายสาเหต ุเช่น การเลีย้งแบบหนาแน่น (Intensive culture system) 
คณุภาพน า้ในระหว่างการเลีย้ง การให้อาหาร รวมถึงปลาท่ีน ามาเลีย้งอาจมีคณุภาพไม่ดีพอ จึง
ก่อให้เกิดโรคได้ โดยโรคท่ีพบมีหลายชนิดทัง้โรคท่ีเกิดจากโปรโตซวั เชือ้รา ไวรัส และแบคทีเรีย ใน
ส่วนของแบคทีเรียท่ีส าคญัท่ีก่อโรคในสตัว์น า้นัน้ ได้แก่ Aeromonas sp., Lactococcus sp., 
Enterococcus sp., Vagococcus sp.,  Streptococcus sp. (มานพ, 2544; Yanong and 
Francis-Floyd, 2002) และ Vibrio sp. (Toranzo et al., 2005) 

โรคสเตรปโตคอคโคซีส (Streptococcosis) เกิดจากแบคทีเรีย Streptococcus 
sp. เป็นโรคท่ีพบในปลาหลายชนิดทัว่โลก ทัง้ในน า้เค็ม น า้กร่อย และน า้จืด ส าหรับปลาทะเล เช่น 
ปลา yellow tail (Seriola quinqueradiata) ปลาไหลญ่ีปุ่ น (Anguilla japonica) ปลา Japanese 
horse mackerel (Trachurus japonica) ปลากระบอก (Mugil cephalus) และปลาสลิดหิน 
(Siganus canaliculatus) (Kusuda et al., 1976 อ้างโดย Austin and Austin, 1987; Kusuda et 
al., 1978; Foo et al., 1985) และส าหรับปลาน า้จืด เช่น ปลาเรนโบว์เทร้าท์ (Salmo gairdneri) 
ปลา ayu (Plecogotossus altivelis) และปลานิล (Tilapia nilotica) (Kitao et al., 1981; Eldar et 
al., 1997) ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสครัง้แรกในปลาบูท่ราย
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(Oxyeleotris marmoratus) (จิราพร และคณะ, 2529) ตอ่มาในปี พ.ศ. 2530 และปี พ.ศ. 2543 มี
รายงานเพิ่มเติมว่าพบในปลากะพงขาว และในปลานิลในปี พ.ศ. 2548 (เยาวนิตย์ และคณะ, 
2543; นเรศ และคณะ, 2548) และยงัคงเกิดการระบาดของโรคนีอ้ย่างต่อเน่ืองทัง้ในปลาน า้จืด 
และปลาน า้เคม็ท่ีเลีย้งในประเทศไทย (Suanyuk et al., 2008; 2010) 

การตรวจสอบแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตขุองโรคสเตรปโตคอคโคซีสตัง้แต ่อดีตจนถึง
ปัจจุบัน มีหลายวิธีตัง้แต่การตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี กายภาพ และซีร่ัมวิทยา จนถึง
ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการเพื่อตรวจสอบผลได้อย่างรวดเร็ว เช่นการใช้เทคนิคพีซีอาร์ (PCR, 
Polymerase chain reaction) โดยการเพิ่มจ านวนของสารพนัธุกรรมท่ีสนใจภายในหลอดทดลอง 
ท าให้สามารถตรวจสอบผลได้รวดเร็วกวา่หลายวิธี อยา่งไรก็ดีเทคนิคพีซีอาร์ถือเป็นเทคนิคพืน้ฐาน
หนึ่งท่ีสามารถน ามาประยกุต์ใช้ให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ เช่นการใช้เทคนิคพีซีอาร์ตรวจสอบ
โรคติดเชือ้หลาย ๆ ชนิดในครัง้เดียวกัน หรือท่ีเรียกว่ามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ (m-PCR, Multiplex 
PCR) ซึ่งมีการใช้กนัอย่างแพร่หลายในหลายประเทศทัว่โลก การศึกษาครัง้นีจ้ึงได้พฒันาเทคนิค
ดงักลา่วมาใช้ในการตรวจวินิจฉยัแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตขุองโรคสเตรปโตคอคโคซีส อนัได้แก่ S. 
agalactiae, S. iniae และ L. garvieae ในปลาเศรษฐกิจของประเทศไทย ซึง่ผลท่ีได้จาก
การศึกษาในครัง้จะท าให้สามารถตรวจวินิจฉัยโรคได้รวดเร็วยิ่งขึน อีกทัง้มีความละเอียดในการ
วินิจฉยัมากกวา่วิธีการเพาะแบคทีเรียและการทดสอบทางชีวเคมี 
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ตรวจเอกสาร 
 

1. ปลาเศรษฐกิจ 
 
  จากสถิติการประมงแห่งประเทศไทยปีพ.ศ. 2551 พบวา่ปริมาณการจบัสตัว์น า้ใน
กลุ่มของปลามีปริมาณสงูถึง 2,003,200 ตนั ซึ่งคิดเป็น 62.52 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณสตัว์น า้
ทัง้หมดท่ีจบัได้โดยในภาคการเพาะเลีย้งพบว่า ปลาท่ีมีการเพาะเลีย้งและสามารถท ารายได้ให้กบั
ประเทศ 10 อนัดบัแรก (Table 1) ได้แก่ ปลานิล ปลาดกุ ปลาตะเพียน ปลาช่อน ปลากะพงขาว 
ปลาสลดิ ปลาเก๋า ปลาไน ปลาสวาย-เทโพ และปลาหมอ ตามล าดบั  
 
Table1. Value of production of fishes cultures in Thailand in 2008. 

Fish 
Value 

(Million Baht) 
 

Fish 
Value 

(Million Baht) 
Nile Tilapia 9,754.7  Snake skin gourami 1,475.9 
Walking catfish 5,896.0  Grouper 1,100.1 
Common silver barb 3,155.1  Common carp 857.2 
Striped snake-head 1,971.1  Catfish 717.3 
Sea bass 1,492.5  Common climbing perch 535.6 
   Total 26,955.5 

Source: Department of Fishries (2010)  

  
 1.1 ปลานิล 

 
ปลานิล Oreochromis niloticus เป็นปลาท่ีอยู่ในตระกลูชิคลิดี (Cichlidae) มีถ่ิน

ก าเนิดเดมิอยูใ่นทวีปแอฟริกา น าเข้ามาประเทศไทยครัง้แรกโดยสมเดจ็พระจกัรพรรดิ์อากิฮิโต เม่ือ
ครัง้ด ารงพระอิสริยยศมกุฏราชกุมารแห่งประเทศญ่ีปุ่ น ทรงจัดส่งมาทูลเกล้าฯ ถวายแด่
พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยูห่วั เม่ือวนัท่ี 25 มีนาคม พ.ศ. 2508 

ปลานิลเป็นปลาท่ีเจริญเติบโตเร็ว เลีย้งง่าย เหมาะสมท่ีจะน ามาเพาะเลีย้งในบ่อ
ได้เป็นอย่างดีจึงได้รับความนิยมและเลีย้งกันอย่างแพร่หลายในภาคพืน้เอเชีย และเป็นปลาท่ีมี



4 
 

 

 

คุณค่าทางเศรษฐกิจนับตัง้แต่ปี 2508 ปัจจุบันสามารถส่งเป็นสินค้าออกไปสู่ต่างประเทศใน
ลกัษณะของปลาแล่เนือ้ ตลาดท่ีส าคญั ๆ อาทิ ประเทศญ่ีปุ่ น ประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศ
อิตาลี เป็นต้น (ยพุินท์ และพนัธ์ศกัดิ,์ 2543)  

นกัวิทยาศาสตร์ได้ล าดบัอนกุรมวิธานของปลานิลไว้ดงันี ้
Phylum          Chordata 
     Subphylum       Vertebrata 
          Class                  Actinopterygii 
               Order      Perciformes  
                    Family         Cichlidae  
                         Genus   Oreochromis 
                              Species       niloticus  

  
1.1.1 ลักษณะทั่วไป 
รูปร่างลกัษณะของปลานิล มีริมฝีปากบนและล่างเสมอกนั ท่ีบริเวณแก้มมีเกล็ด 

4 แถว ตามล าตวัมีลายพาดขวางจ านวน 9-10 แถบ มีครีบหลงั 1 ครีบ ประกอบด้วยก้านครีบแข็ง
และก้านครีบอ่อนเป็นจ านวนมาก ครีบก้นประกอบด้วยก้านครีบแข็งและอ่อนเช่นเดียวกนั มีเกล็ด
ตามแนวเส้นข้างตวั 33 เกล็ด ล าตวัมีสีเขียวปนน า้ตาล ตรงกลางเกล็ดมีสีเข้ม ท่ีกระดกูแก้มมีจดุสี
เข้มอยู่จุดหนึ่ง บริเวณส่วนอ่อนของครีบหลัง ครีบก้น และครีบหางนัน้จะมีจุดสีขาวและสีด า
ตดัขวางอยูท่ัว่ไป (ยพุินท์, 2539) 

 
1.1.2 พันธ์ุปลานิล 
ปลานิลสามารถจดัจ าแนกได้หลายพนัธุ์ดงันี ้
1. Genera Oreochromis ส าหรับปลาในสกลุนี ้เพศเมียเท่านัน้ท่ีจะดแูลลกูด้วย

วิธีการอมไข่และมีการสร้างรัง เหงือกจะมีซี่กรอง 15-27 อนั ฟันบริเวณขากรรไกรและคอหอยมี
หลายขนาด ตัง้แตฟั่นคอ่นข้างหยาบไปจนถึงฟันละเอียด 

2. Genera Sarotherondon ปลาในสกลุนีท้ัง้เพศผู้และเพศเมียจะอมไข่ไว้ในปาก 
เหงือกมีซี่กรอง 12-27 อนั มีฟันบนขากรรไกรและท่ีบริเวณคอหอยมีฟันแบบละเอียด 
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3. Genera Tilapia ส าหรับปลาในสกลุนีมี้ลกัษณะการวางไข่เกาะติดกบัวตัถแุละ
จะมีการเฝ้าดแูลไข่ตลอดเวลา ในสว่นของกระดกูเหงือกมีซี่กรอง 6-12 อนั มีฟันแบบหยาบบริเวณ
ขากรรไกรและสว่นลา่งของคอหอย (เพ็ญพรรณ, 2543) 
  

1.1.3 การแพร่กระจาย ถิ่นที่อยู่อาศัย และความส าคัญทางเศรษฐกิจ 
ปลานิลสามารถพบและเลีย้งได้ทัง้ในแหล่งน า้จืดไปจนถึงน า้เค็ม  พบมาในเขต

ร้อนท่ีมีอณุหภมูิน า้ในช่วง 25-30 องศาเซลเซียส มีนิสยัชอบอยู่รวมกนัเป็นฝงู ตามแม่น า้ ล าคลอง 
หนอง บงึ และทะเลสาบ มีความอดทนและปรับตวัเข้ากบัสภาพแวดล้อมได้ดี ปลานิลแตล่ะชนิดมี
ความไวตอ่ความเคม็แตกตา่งกนั บางชนิดสามารถทนอยู่ในน า้ทะเลได้ บางชนิดสามารถทนความ
เค็มได้ถึง 45 สว่นในพนัสว่น แตไ่ม่สามารถสืบพนัธุ์ได้ ทนตอ่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ได้ดีในช่วง 
6.5-8.3 และสามารถทนตอ่อณุหภมูิร้อนได้ถึง 40 องศาเซลเซียส สามารถทนอณุหภูมิเย็นได้ถึง 8
หรือ 9 องศาเซลเซียส แตใ่นอณุหภมูิท่ีต ่ากวา่ 10 องศาเซลเซียสปลานิลปรับตวัและเจริญเติบโตได้
ไมดี่นกั เพราะถ่ินก าเนิดเดมิของปลาอยูใ่นเขตร้อน (ยพุินท์ และพนัธ์ศกัดิ,์ 2543)  

ในด้านผลผลิตของปลานิลในประเทศไทย (รวมทกุสายพนัธุ์) จากสถิติการประมง
พบว่าเม่ือปี 2543 ประเทศไทยผลิตได้ 122,000 ตัน คิดเป็นมูลค่า 3,493.8 ล้านบาท (ศูนย์
สารสนเทศ กรมประมง, 2548) แตเ่ม่ือปี 2551 มีปริมาณผลผลิตเพิ่มขึน้เป็น 269,500 ตนั โดยคิด
เป็นมลูคา่ 9,754.7 ล้านบาท (ศนูย์สารสนเทศ กรมประมง, 2553) 

 
 1.2 ปลากะพงขาว  

 
ปลากะพงขาวเป็นปลาน า้กร่อยชนิดหนึ่งท่ีสามารถปรับตัวให้อยู่ในน า้จืด น า้

กร่อยและน า้เค็มได้ มีขนาดใหญ่และมีความส าคญัทางเศรษฐกิจเน่ืองจากสามารถหาพนัธุ์ได้ง่าย  
เลีย้งง่าย โตเร็ว เนือ้มีรสชาดดี  ราคาคอ่นข้างสงู เป็นท่ีต้องการของตลาดมาก ปลาชนิดนีน้ิยม
เลีย้งกนัอย่างแพร่หลายในแถบจงัหวดัชายทะเลของประเทศไทย นอกจากเลีย้งเพื่อการบริโภคใน
ประเทศแล้วยงัสง่ไปขายยงัตา่งประเทศ เช่น ประเทศไต้หวนั สิงคโปร์ มาเลเซีย ฮ่องกง และ
ประเทศจีน เป็นต้น ปลากะพงขาวมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Lates calcarifer (Bloch) ช่ือสามญั 
seabass, giant perch, white seabass, silver seabass, palmer, cock-up, baramundi และ 
two finned seabass (Rabanal and Soesanto, 1982) มีช่ือเรียกตามถ่ินท่ีอยู่ว่า “ปลากะพง” 
“ปลากะพงขาว” (ปัญญา, 2534)  
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นกัวิทยาศาสตร์ได้ล าดบัอนกุรมวิธานของปลากะพงขาวไว้ดงันี ้
 
Phylum  Chordata  

                    Subphylum       Vertebrata   
          Class  Actinopterygii   
               Order         Perciformes  
                    Family  Centropomidae 
                         Genus       Lates   
                              Species            calcarifer  

 
  1.2.1 ลักษณะทั่วไป 

มีล าตวัคอ่นข้างยาวและหนา แบนข้างเล็กน้อย สว่นตวัจะลาดชนัและเว้า สว่น
ของขากรรไกรลา่งยื่นยาวกวา่ขากรรไกรบนเลก็น้อย ปากกว้าง ขอบปากบนเป็นแผน่ใหญ่ แยกเป็น
แนวตอนต้นและตอนท้ายอย่างชดัเจน บริเวณสว่นปากจะยืดหดได้บ้าง ช่องปากเฉียงลงด้านลา่ง
เล็กน้อย มีฟันเล็กละเอียดบนขากรรไกรบนและลา่ง และท่ีเพดานปาก ตามีขนาดกลาง ไม่มีเยื่อท่ี
เป็นไขมนัหุ้ม มีขอบหลงัเป็นหนามแหลม 4 ซี่ และเรียงตอ่ด้วยซี่เล็ก ๆ จดัตามแนวหลงั ด้านบน
สว่นหวัและบนแผ่นเหงือก มีเกล็ดขนาดตา่ง ๆ กนั เกล็ดบริเวณล าตวัคอ่นข้างใหญ่ ด้านหลงัมีสี
เทาเงินหรือเขียวปนเทา สว่นท้องจะมีสีเงินแกมเหลือง บริเวณด้านข้างล าตวัมีสีเงิน ครีบหลงั ครีบ
ก้น ครีบหาง จะมีสีเทาปนด าบาง ๆ มีครีบหลงัสองตอน ตอนแรกอยู่ตรงต าแหน่งของครีบท้อง มี
ก้านครีบแข็งท่ีแหลมคมขนาดใหญ่ 7-8 ก้าน เช่ือมตอ่กนัด้วยเยื่อบาง ๆ ครีบหลงัตอนท่ีสองแยก
จากตอนแรกอย่างเห็นได้ชดั มีก้านครีบแข็ง 1 ก้าน ก้านครีบอ่อนมีปลายแตกแขนง มี 10-11 ก้าน 
ครีบก้นมีต าแหน่งใกล้เคียงกบัครีบหลงัตอนท่ีสอง ซึง่ประกอบด้วยก้านครีบแข็ง 3 ก้าน ก้านครีบ
อ่อน 7-8 ก้าน ข้อหางสัน้ ครีบหางคอ่นข้างกลม เส้นข้างตวัโค้งไปตามแนวสนัหลงั มีเกล็ดบนเส้น
ข้างตวั 52-61 เกลด็ (กรมประมง, 2544) 

 
1.2.2 การแพร่กระจาย ถิ่นที่อยู่อาศัย และความส าคัญทางเศรษฐกิจ 
ปลากะพงขาวเป็นปลาท่ีมีการแพร่กระจายในเขตอบอุ่นจนถึงเขตร้อน สามารถ

พบได้ในพืน้ท่ีระหว่างเส้นลองจิจดู (longitude) ท่ี 50-160 องศาตะวนัออก และเส้นละติจูด 
(latitude) ท่ี 24 องศาเหนือ ถึง 25 องศาใต้ โดยครอบคลมุอาณาบริเวณของเขตน่านน า้ประเทศ
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จีนไปจนถึงอ่าวเปอร์เซีย และแพร่กระจายตามหมู่เกาะต่าง ๆ ในประเทศฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย 
มาเลเซีย พม่า ออสเตรเลีย และศรีลงักา (Chomdej, 1986)  ในประเทศไทยพบปลากะพงขาว
แพร่กระจายอยู่ทกุจงัหวดัชายทะเลทัง้ในอ่าวไทยและฝ่ังทะเลอนัดามนั จะอาศยัอยู่ในแหลง่น า้ท่ี
ไม่ห่างไกลออกไปจากชายฝ่ังมากนกั โดยอาศยัอยู่ชุกชมุตามปากแม่น า้ ล าคลอง และปาก
ทะเลสาบ นอกจากนีป้ลากะพงขาวยงัสามารถขึน้ไปอาศยัและเจริญเติบโตในแหลง่น า้จืดได้ด้วย  
จึงจดัเป็นปลาประเภทสองน า้ มีการอพยพย้ายถ่ินระหว่างน า้จืดและน า้เค็มอยู่เสมอ โดยเฉพาะ
เม่ือมีความสมบรูณ์ทางเพศต้องอพยพไปสูป่ากแมน่ า้และทะเลเพื่อสืบพนัธุ์วางไขต่อ่ไป ปลากะพง
ขาวเป็นปลาท่ีปราดเปรียว ว่องไว ว่ายน า้รวดเร็ว สามารถกระโดดพ้นน า้ได้สงูขณะตกใจหรือไล่
เหยื่อ มีนิสยัซุกซอ่นอยู่ตามซุ้ม หลกัโป๊ะ หรือกองหินใต้น า้ และออกหากินในบริเวณท่ีมีกระแส
น า้อ่อน ปลาขนาดใหญ่มกัไม่รวมฝงู นอกจากฤดผูสมพนัธุ์จะรวมเป็นกลุ่มเล็ก ๆ (กรมประมง, 
2544) 

ส าหรับความส าคญัทางเศรษฐกิจ ปลากะพงขาวเป็นปลาท่ีมีความส าคญัทาง
เศรษฐกิจมากชนิดหนึ่ง เน่ืองจากเป็นปลาท่ีมีรสชาดดี ราคาค่อนข้างสงู และเป็นท่ีต้องการของ
ตลาดทัง้ในและตา่งประเทศ จงึท าให้มีผู้สนใจเลีย้งกนัมาก ประกอบกบัในปัจจบุนัสถานีประมงน า้
กร่อยในสงักดักรมประมงสามารถผลิตพนัธุ์ปลากะพงเพื่อจ าหน่ายจ่ายแจกให้กบัประชาชน ท าให้
ปริมาณการเลีย้งขยายตวัขึน้อย่างรวดเร็ว จากข้อมูลของศูนย์สารสนเทศ กรมประมง (2553) 
พบว่าปริมาณผลผลิตสตัว์น า้ปี 2551 มีปริมาณของปลากะพงขาวทัง้หมดถึง 12,900 ตนั คิดเป็น
เงินมลูคา่ 1,492.5 ล้านบาท  
 
 1.3 ปลากะรัง 

  
ปลากะรัง หรือมีช่ือเรียกตามภาษาชาวบ้านว่า ปลาเก๋า ปลาราป ู (ภาคใต้) ปลา

เก๋าฮือ้ ปลาราปกูะรัง หรือปลาตุ๊กแก ในน่านน า้ไทยมีอยู่มากมายหลายชนิดแต่มีไม่ก่ีชนิดท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจ ปัจจบุนันบัเป็นสตัว์น า้ชายฝ่ังท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจเน่ืองจากมี
ราคาคอ่นข้างสงู เนือ้มีรสชาดอร่อยจงึมกัจะเป็นอาหารขึน้โต๊ะในภตัตาคารชัน้น า อีกทัง้เป็นท่ีนิยม
รับประทานของชาวตา่งประเทศ เช่น จีน สิงคโปร์ และมาเลเซีย เป็นต้น จึงเป็นท่ีนิยมเลีย้งกนัมาก
ในปัจจุบนั (นิสราภรณ์, มปป.) ส าหรับปลากะรังท่ีพบในประเทศไทยมีประมาณ 40 ชนิด ท่ีพบ
มากในภาคใต้มี 18 ชนิด ส าหรับชนิดท่ีมีความส าคญัและถือเป็นปลาเศรษฐกิจ ได้แก่ ปลากะรัง
จดุน า้ตาล (Epinephelus coioides), ปลากะรังจดุด า (E. malabaricus),  ปลากะรังน า้ตาลหรือ
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ปลากะรังลายหินอ่อน (E. fuscoguttatus) ปลากะรังหางตดั (E. bleckeri) ปลากะรังลายเสือ 
(Plectropomus leopardus) ปลากะรังลายจดุ (P. maculatus) ปลากะรังหน้างอน (Cromileptis 
altivelis) (โปรแกรมวิชาการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ มหาวิทยาลยัราชภฏัภเูก็ต และศนูย์วิจยัสขุภาพ
สตัว์น า้ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์, 2549)  

ล าดบัอนกุรมวิธานของปลากะรังดงันี ้
 
Phylum        Chordata  
      Subphylum              Vertebrata   
            Class         Actinopterygii   
                  Order     Perciformes   
                         Family           Serranidae   
                                                                                                               
1.3.1 ลักษณะทั่วไป 
 ปลากะรังเป็นปลาท่ีมีรูปร่างยาวหรือป้อมเลก็น้อย ล าตวัมีขนาดใหญ่ หวัลาดโค้ง

ลง สนัหลงัโค้งมากกว่าสนัท้อง เกล็ดเล็กหรือโตพอสมควร ตาโตพอประมาณคอ่นไปทางด้านบน
ของสว่นหวั มีเส้นข้างล าตวั 1 เส้นโค้งไปตามแนวสนัหลงัจรดไปตามครีบหาง มีปากกว้างเฉียงลง
เล็กน้อย มีรูจมกูข้างละ 2 รู ริมฝีปากหนา กระดกูกรรไกรบนแผ่กว้าง ฟันบนขากรรไกรทัง้บนและ
ลา่งมีลกัษณะท่ีเล็กแหลม มีฟันเขีย้วใหญ่แซมอยู่ด้านหน้า กระดกูปิดเหงือกมีหนามแบน ๆ 1-3 
ก้าน ครีบหลงัเป็นครีบเดียวมีก้านครีบแข็งตัง้แต่ 2-15 ก้าน มีก้านครีบอ่อนตัง้แต่ 10-30 ก้าน ครีบ
อกสว่นมากกลม ครีบท้องมีก้านครีบแข็ง 1 ก้าน และก้านครีบอ่อน 5 ก้าน ครีบก้นมีก้านครีบแข็ง 
3 ก้าน มีก้านครีบอ่อน 6-12 ก้าน ครีบหางกลมมีลกัษณะตดัหรือเว้าเล็กน้อย มีก้านครีบ 15-17 
ก้าน (กรมประมง, 2536) 

 
1.3.2 การแพร่กระจาย ถิ่นที่อยู่อาศัย และความส าคัญทางเศรษฐกิจ 
ปลากะรังเป็นปลาท่ีสืบพนัธุ์วางไข่ในทะเลลกึ มีความเค็มของน า้สงู และลกูปลา

จะเข้ามาเจริญเติบโตบริเวณชายฝ่ังและปากแม่น า้ โดยเร่ิมวางไข่ในเดือนพฤศจิกายนไปจนถึงต้น
เดือนธันวาคมของทกุปี เม่ือไข่ฟักเป็นตวั ลกูปลากะรังจะเร่ิมเคลื่อนตวัเข้ามาในบริเวณชายฝ่ัง
ในช่วงเดือนดงักลา่ว จะพบลกูปลาบริเวณปากแมน่ า้ทัง้ทางด้านทะเลอนัดามนั และฝ่ังอา่วไทย  
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ปลากะรังเป็นปลาท่ีสามารถเปลี่ยนเพศได้ ขนาดสมบรูณ์เพศอายปุระมาณ 3 ปี 
น า้หนกัตวัประมาณ 3 กิโลกรัม ในช่วงแรกนีจ้ะเป็นเพศเมียทัง้หมด เม่ือปลาเจริญเติบโตจนมี
น า้หนกัประมาณ 7 กิโลกรัมจะเปลี่ยนเป็นเพศผู้  ปลากะรังเป็นปลาท่ีชอบอาศยัอยู่ตามซอกหิน 
ปะการัง สว่นปลาขนาดเล็กเข้ามาอาศยัอยู่ในเขตชายฝ่ังหรือปากแม่น า้ ปลากะรังไม่สามารถเข้า
มาอาศยัอยูใ่นน า้จืดได้ สถานท่ีเลีย้งจงึต้องมีความเค็มตลอดปี (กรมประมง, 2536)  
           ปลากะรังเป็นปลาท่ีมีตัง้แตข่นาดเลก็ถึงขนาดใหญ่ อาศยัอยูต่ามแถบชายฝ่ังหน้า
ดิน ท่ีก้นทะเล และหินปะการัง บางครัง้เข้ามาอาศยัท่ีปากแม่น า้เพื่อหาอาหาร พบอาศยัในแถบ
โซนร้อน และอบอุ่น มีนิสยัไม่ชอบอยู่ร่วมกบัฝงู กินปลาเล็ก ๆ ตลอดจนสตัว์น า้อ่ืน ๆ เป็นอาหาร 
สามารถเลีย้งได้ทัง้ในบ่อดินและในกระชงั ปลากะรังมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ เน่ืองจากเป็นท่ี
นิยมบริโภคของชาวเอเชีย มีราคาแพง (ไพโรจน์ และดสุิต, 2530) โดยผลผลิตรวมของปี 2551 มี
ปริมาณถึง 7,000 ตนั คิดเป็นมูลค่าประมาณ 1,100.1 ล้านบาท (ศูนย์สารสนเทศ กรมประมง, 
2551) 

 
2. แบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม (Gram-positive cocci bacteria) 

 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม มีด้วยกนั 17 สกลุท่ีแตกต่างกนั (Facklam, 2002) 

ส าหรับในปลาแล้วโรคท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ท่ีส าคญัได้แก่โรคสเตรปโตคอค
โคซีส ซึง่มีสาเหตมุาจากแบคทีเรีย Streptococcus sp. โดยเชือ้กลุม่นีเ้ป็นเชือ้ท่ีก่อให้เกิดการติด
เชือ้สงู สามารถติดตอ่กนัได้จากการสมัผสักบัปลาหรือบาดแผลของปลาท่ีติดเชือ้ จากการท่ีให้ปลา
กินอาหารท่ีมีเชือ้ปนเปือ้นอยูใ่นอาหารท่ีให้ (Inglis et al., 1993) นอกจากนีป้ลาท่ีเกิดความเครียด 
สามารถเกิดโรคได้เน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม เช่น คณุภาพน า้ท่ีใช้เลีย้งไม่เหมาะสม 
ปริมาณออกซเิจนในน า้ต ่า การสะสมของอินทรียสารในตะกอนดนิท่ีเกิดจากอาหารท่ีเหลือจากการ
ให้  

 
2.1 การแบ่งกลุ่มของแบคทีเรีย Streptococci 

การแบง่กลุม่ของเชือ้ Streptococcus sp. โดยทัว่ไปแบง่กลุม่ตามปฏิกิริยาในการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (haemolytic reaction) ซึง่สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุม่ (Collin et al., 
1989) คือ 
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1. Gamma - haemolytic Streptococci (γ - haemolytic Streptococci) 
แบคทีเรียในกลุ่มนีจ้ะไม่สามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้ ดงันัน้เม่ือเลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
blood agar (BA) เชือ้ท่ีขึน้จะไม่มีวงใสรอบ ๆ โคโลนี ส าหรับตวัอย่างของเชือ้ในกลุ่มนี ้ได้แก่ S. 
faecalis โดยเชือ้ในกลุ่มนีก้่อให้เกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาได้หลายชนิด เช่น ในปลากลัฟ์ 
คิลลิฟิช (Fundulus grandis) ท่ีพบในประเทศสหรัฐอเมริกา (Rasheed and Plumb, 1984) 
นอกจากนีย้งัเคยพบในปลาท่ีอา่วเม็กซโิกอีกด้วย (Plumb et al., 1974) 

2. Alpha - haemolytic Streptococci ( - haemolytic Streptococci) 
แบคทีเรียในกลุ่มนีส้ามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้แต่ไม่สมบูรณ์ โดยธาตเุหล็กในฮีโมโกลบินจะ
ถกูออกซิไดซ์ท าให้อาหารรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรียเห็นเป็นสีน า้ตาล หรือสีเขียวอ่อน แบคทีเรีย
ในกลุม่นี ้ได้แก่ S. pneumoniae, S. salivarius, S. viridans และ L. garvieae (Eldar et al., 
1999) เป็นต้น มีรายงานการพบเชือ้แบคทีเรียท่ีจ าแนกกลุ่มได้เป็น alpha - haemolytic 

Streptococci ในปลานิลลกูผสม (O. niloticus  O. aureus) ท่ีเลีย้งในประเทศซาอดุิอาระเบีย 
(Al-Harbi, 1994) ปลาสลิดหิน (Siganus canaliculatus) ท่ีเลีย้งในประเทศสิงคโปร์ (Foo et al., 
1985) และปลาเทอร์บอท (Scophthalmus maximus) ในประเทศสเปน (Doménech et al., 
1996) 

3. Beta - haemolytic Streptococci ( - haemolytic Streptococci) แบคทีเรีย
ในกลุ่มนีส้ามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์ โดยรอบ ๆ โคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
blood agar มีขอบใสอย่างชดัเจน เชือ้แบคทีเรียในกลุม่นี ้ได้แก่ S. agalactiae, S. equisimilis, 
S. milleri, S. pyogenes (Stokes and Ridgwar, 1987), S. iniae และ S. dysgalactiae 
(Nomoto et al., 2004) เป็นต้น และปลาท่ีมีรายงานว่าสามารถเกิดโรคจากเชือ้ในกลุม่นีเ้ช่น ปลา
หางเหลือง (Kawahara et al., 1984) ปลา ayu (Kawahara and Kuruda, 1987) ปลานิลลกูผสม 

(Tilapia nilotica  T. aureu) (Perera et al., 1994) ปลาเรดดรัม (Eldar et al., 1999) 
ปลาสไตรป แบส ลกูผสม (Evans et al., 2000) ปลาซีบรีม และปลากระบอก ในประเทศคเูวต 
(Evans et al., 2002) เป็นต้น 
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2.2 คุณสมบัตขิองแบคทีเรีย Streptococci 

  2.2.1 คุณสมบัตทิางกายภาพ 
เป็นแบคทีเรียรูปกลม มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 0.8-1.0 ไมโครเมตร 

ลกัษณะการเรียงตวัจะต่อกนัเป็นสายสัน้ ๆ หรืออยู่เป็นคู่ หากเลีย้งในอาหารเหลว จะได้เชือ้ท่ีต่อ
กนัเป็นสายยาว เป็นเชือ้แกรมบวก (Gram positive) ย้อมติดสีม่วง เชือ้ไม่สามารถเคลื่อนท่ีได้ ไม่
สร้างรงควตัถุ ไม่มีการสร้างสปอร์ ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีเกลือผสมอยู ่
6.5 เปอร์เซ็นต์ และท่ีความเป็นกรด-ด่าง 9.6 ส าหรับช่วงอณุหภมูิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
ของเชือ้อยู่ระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส ไม่สามารถเจริญได้ท่ีอณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียส และ 
45 องศาเซลเซียส นอกจากนีเ้ชือ้ในกลุม่นีไ้ม่สามารถสร้าง catalase และ oxidase ได้ แตส่ามารถ
เจริญได้ดีในน า้ดี 40 เปอร์เซน็ต์ (Kawahara and Kusuda, 1987) สามารถเจริญได้ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ BA (Schuhardt, 1987), Todd-Hewitt agar (THA), brain heart infusion (BHI) และ tryptic 
soy agar (TSA) (Inglis et al., 1993) แบคทีเรียท่ีเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ BHI จะมีโคโลนีขนาด
เล็ก เส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 1 มิลลิเมตร โคโลนีกลมนนู สีขาว ขอบเรียบ (จิราพร และคณะ, 
2529) แบคทีเรียท่ีเจริญใน sheep blood agar ขนาดโคโลนีประมาณ 0.1-1.0 มิลลิเมตร ลกัษณะ
สีขาวขุ่นอมเทา นูนเล็กน้อย และมีการย่อยเม็ดเลือด (haemolytic) แต่บน BA ท่ีผสมเลือดม้า 
มนษุย์ หรือกระตา่ย เชือ้จะไม่ท าลายเม็ดเลือดแดง ในสว่นของอาหารเลีย้งเชือ้ THA เชือ้ท่ีเจริญจะ
มีลกัษณะนูนโค้งเป็นคร่ึงวงกลมบนอาหารเลีย้งเชือ้ ขนาดของเชือ้มีเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.5 -1.0 
มิลลเิมตร เชือ้มีสีเหลืองครีม ขาวขุน่ ขอบโคโลนีบาง (นนัทนา, 2537; Inglis et al., 1993)  

  
2.2.2 คุณสมบัตทิางชีวเคมี 
แบคทีเรียกลุ่มนีมี้เมตาบอลิซึมเป็นแบบ fermentation การหมกัน า้ตาลกลโูคส

เกิดกรดแลกติกเป็นแบบ homofermentative บางชนิดสามารถหมกักรดอินทรีย์ เช่น มาลิก และซิ
ตริก หรือกรดอะมิโน (ดวงพร, 2537) ส าหรับเชือ้ Streptococcus sp. ท่ีท าให้เกิดโรคในสตัว์น า้นัน้
พบว่าการผลิตกรดจากน า้ตาลนัน้ขึน้อยู่กับชนิดและสายพันธุ์ ท่ีพบในแต่ละพืน้ท่ี เช่น จาก
การศกึษาของ Boomker และคณะ (1979 อ้างโดย Austin และ Austin, 1987) ได้ท าการแยกเชือ้
จากทวีปอเมริกาใต้ โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ MacConkey  agar บม่ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
พบวา่เชือ้สามารถสลายโซเดียม ฮิบพเูรท ได้และสามารถผลติกรดจากแป้งและน า้ตาล กาแลกโตส 
กลโูคส แลกโตส มลัโตส ซาลิซิน และ ทรีฮาโลส แตจ่ะไม่ผลิตกรดจาก อินลูิน และน า้ตาล อาราบิ
โนส แมนนิทอล ราฟฟิโนส ซอบิทอล ซโูครส และไซโลส แตก่ารศกึษาของ Kitao และคณะ (1981) 
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ซึ่งแยกเชือ้ได้ท่ีประเทศญ่ีปุ่ นนัน้ เชือ้จะไม่เจริญเติบโตท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส ไม่สามารถ
สลายโซเดียม ฮิบพเูรทได้ ในส่วนของเยาวนิตย์ และคณะ (2543) พบว่าเชือ้ท่ีแยกได้นัน้สามารถ
ผลิตกรดจากน า้ตาลหลาย ๆ ชนิดได้เช่น จาก กลโูคส มลัโตส แมนนิทอล ซูโครส ฟรุกโตส และทรี
ฮาโลส แต่จะไม่ผลิตกรดจากน า้ตาล อาราบิโนส แลกโตส และไซโลส ส่วนคณุสมบตัิอ่ืน ๆ ดงั
แสดงใน Table 2 

 
Table 2. Biochemical characteristics of bacterial isolated from infected fish. 

Test 
Perera et al. 

 (1994) 
Hybrid tilapia 

Donayadol et al. 
(2000) 

Asian Sea bass 

Wanman et al. 
(2005) 

Asian Sea bass 
Gram stain + + + 

Haemolysis    

Catalase - - - 
Oxidase - - - 
Motility - - - 
Growth in 6.5 percent NaCl - - - 
pH 9.6 - - + 
temp 10 degree celsius  + - + 
temp 45 degree celsius  + - - 
Indole nr nr - 
Pyruvate - - - 
OF-medium  nr nr - 
MR test nr - - 
Hippurate - nr - 
Esculin nr + + 
Pyrrolidonyl 2 naphthylamide nr nr + 

 - D ‟ galactopyranoside nr nr - 

 - D ‟ glucuronate nr nr - 

 - D ‟ galactopyranoside nr nr - 

2 ‟ naphthyl phosphate nr nr - 
L-leucine -2- naphthylamide nr nr - 

   (table cont.) 
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Table2. (Continued)    

Biochemical test 
Perera et al. 

 (1994) 
Hybrid tilapia 

Donayadol et al. 
(2000) 

Asian Sea bass 

Wanman et al. 
(2005) 

Asian Sea bass 
Arginine + + + 
Glycogen nr nr - 
Acid from:    

Glucose + + + 
Sucrose + + - 
Saccharose nr nr - 
Lactose - - - 
Mannitol + + + 
Maltose   + 
Dextrose nr nr - 
Sorbitol - nr - 
Ribose nr nr + 
L ‟ Arabinose - - - 
Trehalose - - + 
Inulin - nr - 
Raffinose - nr - 
Xylose - - - 

Hydrolysis:    
Starch + + + 
Gelatin - nr - 

*: tolerance nr: not reported            +: positive -: negative 
 
 2.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการตดิแบคทีเรีย Streptococcus sp. 

ปัจจัยทางด้านสภาพแวดล้อมท่ีมีผลให้เกิดการแพร่กระจายและการติดเชือ้  

Streptococcus sp. นัน้มีดงัตอ่ไปนี ้
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      2.3.1 ความหนาแน่นในการเลีย้งและปริมาณของเชือ้ที่ได้รับ 
ความหนาแน่นท่ีเหมาะสมในการเลีย้งสตัว์น า้ให้เจริญเติบโตได้ดีนัน้ขึน้อยู่กับ 

ขนาด ชนิดของสตัว์น า้ และปัจจยัอ่ืนในการเลีย้ง หากท าการเลีย้งท่ีความหนาแน่นสงู ส่งผลให้
สตัว์น า้ท่ีเลีย้งเกิดความเครียด และสง่ผลตอ่ระบบภมูิคุ้มกนัด้วย 
  Shoemaker และคณะ (2000) ศึกษาระดบัความหนาแน่นในการเลีย้งกับ
ปริมาณของแบคทีเรียท่ีมีผลตอ่อตัราการตายในปลานิลท่ีได้รับเชือ้ S. iniae โดยแบง่ระดบัความ
หนาแน่นในการเลีย้งเป็น 3 ระดบัคือ ความหนาแน่นต ่า (ปลา 25 ตวัหรือ 5.6 กรัมตอ่ลิตร) ความ
หนาแน่นปานกลาง (ปลา 50 ตวัหรือ 11.2 กรัมตอ่ลิตร) และความหนาแน่นสงู (ปลา 100 ตวัหรือ 
22.4 กรัมต่อลิตร) ในแต่ละความหนาแน่น ใช้ปริมาณแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั 3 ระดบัคือ 2.5 × 
107, 5.0 × 107 และ 1.0 × 108 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ด้วยวิธีการแช่ปลาในสารละลายแบคทีเรียนาน 
48 ชัว่โมง แล้วน าไปเลีย้งตอ่ พบว่าอตัราการตายอยู่ท่ี 4.8, 28.4 และ 25.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั
ความหนาแน่น เห็นได้ว่าความหนาแน่นในการเลีย้งยิ่งสงูขึน้ยิ่งท าให้อตัราการตายของปลาสงูขึน้
ด้วย สอดคล้องกบัรายงานของ นพดล และคณะ (2549) ท่ีศึกษาระดบัความหนาแน่นต่าง ๆ ต่อ
การยอมรับเชือ้ Streptococcus sp. ในปลานิลแดงแปลงเพศ พบว่าการเลีย้งแบบความหนาแน่น
สงู (17 กรัมต่อลิตร) ปลามีอตัราการตายสะสมสงูกว่าท่ีระดบัความหนาแน่นปานกลาง (12 กรัม
ตอ่ลติร) และความหนาแน่นต ่า (8 กรัมตอ่ลติร) 
 

2.3.2 ความเคม็ 
การศกึษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Streptococcus sp. ตอ่ความเค็มพบว่า

แบคทีเรียกลุม่นีมี้ความสามารถในการเจริญเติบโตในระดบัความเค็มท่ีแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิด 
และสายพนัธุ์ของแบคทีเรียดงัรายงานจากหลายแหลง่ เช่น S. agalactiae ท่ีแยกได้จากปลาจาระ
เม็ด (Pampus argenteus Euphrasen) ท่ีเลีย้งในประเทศคเูวต พบว่าแบคทีเรียสามารถ
เจริญเติบโตได้ท่ีความเค็มตัง้แต่ 0.5 -6.0 เปอร์เซ็นต์ แต่จะไม่เจริญเติบโตท่ีความเค็ม 6.5 
เปอร์เซ็นต์ (Duremdez et al., 2004) Chang และ Plumb (1996) ได้ศกึษาผลของความเค็ม
ระดบัตา่ง ๆ ต่อการติดเชือ้ Streptococcus sp. ในปลานิล โดยใช้ระดบัความเค็ม 0, 15 และ 30 
สว่นในพนัส่วน ร่วมกบัอณุหภมูิท่ี 25 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่าท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
ทัง้ 3 ระดบัความเค็ม มีการตายของปลาสงูกว่าท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  ซึ่งสอดคล้องกบั
รายงานของ Perera และคณะ (1997) ท่ีรายงานว่าปลาจะมีการตายสงูท่ีระดบัความเค็มของน า้
สงู 



15 
 

 

 

2.3.3 อุณหภมิู 
อุณหภูมิของน า้เป็นอีกปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเกิด และการแพร่กระจายของโรค  

Ghittino และ Prearo (1992) รายงานว่าน า้ท่ีมีอณุหภมูิ 21-22 องศาเซลเซียส สามารถท าให้ปลา
เรนโบว์เทร้าท์ท่ีเลีย้งในประเทศอิตาลีเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสได้ สอดคล้องกบัการรายงานของ 
Palacios และคณะ (1993) พบการระบาดของโรคในปลาเรนโบว์เทร้าท์ในประเทศสเปนท่ี
อณุหภมูิน า้สงูกว่า 17 องศาเซลเซียส แต ่Hudson และ Peters (2005) รายงานว่าโรคนีส้ามารถ
เกิดได้ท่ีอณุหภมูิตัง้แต ่20 องศาเซลเซียสขึน้ไป 

Perera และคณะ (1997) ได้รายงานผลของอณุหภมูิต่ออตัราการตายของปลา
นิลลกูผสมท่ีได้รับเชือ้ S. iniae พบว่าในทกุช่วงอณุหภมูิ (20, 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส) พบ
ปลาตายเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส พบการตายเล็กน้อยหลงัจาก
ได้รับเชือ้ 4 วนั 

 
2.4 การแพร่กระจายของเชือ้ 

แบคทีเรีย Streptococcus sp. สามารถแพร่กระจายได้ทัง้ในปลาน า้จืด ปลาน า้
กร่อย และปลาทะเล แต่โดยทัว่ไปแล้วเชือ้จะมีความรุนแรงมากในปลาทะเล ทัง้นีเ้น่ืองจากเชือ้
กลุม่นีส้ามารถเจริญเติบโตได้ในระดบัความเคม็ท่ีกว้างคือตัง้แต ่0-30 สว่นในพนัสว่น หากแยกเชือ้
จากปลาน า้กร่อยหรือปลาน า้จืดจะพบว่าแบคทีเรีย Streptococcus sp. บางชนิดจะไม่สามารถ
เจริญเติบโตได้ในท่ีท่ีมีความเคม็มากกวา่ 3 เปอร์เซน็ต์ (Kitao et al., 1981)  

แบคทีเรียกลุ่มนีส้ามารถอยู่ได้ในดินโคลนและน า้ โดยพบเชื อ้ได้ทุกฤดู ซึ่งการ
ระบาดของเชือ้ในปลาจะเกิดขึน้เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม เป็นสาเหตทุ าให้ปลา
เกิดความเครียดและติดเชือ้ได้ง่ายขึน้ ส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของโรค นอกจากนีย้งัพบว่า
แบคทีเรียสามารถอยู่ในปลาแช่แข็งท่ีน ามาเป็นอาหารให้กับปลาท่ีเลีย้งได้นานถึง 6 เดือน 
(Minami, 1979 อ้างโดย Inglis et al., 1993) ในสว่นของการถ่ายทอดของโรคนัน้ เกิดจากการท่ีไป
สมัผัสกับปลาท่ีติดเชือ้อยู่ หรือจากการปนเปื้อนของเชือ้ในปลา แล้วน าปลาไปใช้เป็นอาหารก็
สามารถเกิดการถ่ายทอดของเชือ้ได้ นอกจากการสมัผสัและการกินอาหารท่ีปนเปื้อนเชือ้แล้วการ
แช่ปลาลงในสารละลายเชือ้ Streptococcus sp. และวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง หรือกล้ามเนือ้ พบว่า
สามารถท าให้ปลาเกิดโรคได้เช่นกนั (Robinson and Meyer, 1966 อ้างโดย Inglis et al., 1993; 
McNulty et al., 2003)  
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2.5 อาการและการเกิดโรค 
อาการของโรคท่ีปรากฏภายนอกจะแตกต่างและเปลี่ยนแปลงไปตามชนิดของ

ปลาท่ีได้รับเชือ้ แต่ส่วนใหญ่ปลาท่ีติดโรคนี ้จะพบอาการว่ายน า้แบบควงสว่าน เสียการทรงตวั 
ล าตวัมีสีคล า้ ในปลาบางชนิดเช่นในปลานิลแดงแปลงเพศพบว่าปลาป่วยจะมีสีล าตวัซีดจางลง 
(นเรศ และคณะ, 2548) ตาขุ่น ตาโปนโดยอาจเกิดเพียงข้างเดียวหรือทัง้ 2 ข้าง นอกจากนีย้งัมี
อาการท้องบวม มีการตกเลือดตามสว่นตา่ง ๆ ของร่างกายเช่น รอบปาก กระพุ้งแก้ม ตา โคนครีบ 
และล าตวั เกิดบาดแผลบริเวณล าตวั (Austin and Austin, 1987) โดยแผลจะคอ่ย ๆ ขยายออก
เร่ือย ๆ แล้วเนือ้เย่ือบริเวณบาดแผลจะเกิดการตาย รอบ ๆ บาดแผลจะมีสีคล า้ นอกจากนีอ้าจเกิด
บาดแผลบริเวณตา ซึ่งเป็นผลมาจากการคัง่ของเลือดบริเวณหลงัลกูตา และเกิดการบวมน า้ เบ้า
ตาขยายกว้าง เกิดการตกเลือดบริเวณเนือ้เยื่อในลกูตา เกิดวุ้นใสในเบ้าตา และเกิดการตายของ
เนือ้เยื่อตา่ง ๆ ในตา เช่น บริเวณกระจกตา, optic nerve และ choroid (Inglis et  al., 1993) จิรา
พร และคณะ (2529) รายงานว่าในปลาบูท่ราย (Oxyeleotris marmoratus) ท่ีเลีย้งในกระชงั ปลา
ท่ีป่วยเป็นโรคมีอาการตาขุ่น ตาโปน มีของเหลวปนน า้เลือดขังภายในลูกตา กมลพร (2539) 
รายงานวา่พบปลานิลอาการตาขุน่ขาว  วา่ยน า้ช้า ๆ หรือลอยตวันิ่ง รอบ ๆ ช่องขบัถ่ายมีสีแดง ตา
โปน โดยลกัษณะอาการดงักลา่วเหมือนกบัท่ีพบในปลานิลลกูผสม (Al-Harbi, 1994)   

ส าหรับอาการภายใน พบการติดแบคทีเรีย Streptococcus sp. ในอวยัวะภายใน
หลายสว่น ได้แก่ ตบั ไต สมอง ม้าม และหวัใจ โดยตบัจะมีอาการบวมผิดปกติ มีสีซีดและเซลล์ตบั
เกิดการตาย หวัใจมีการอกัเสบบริเวณเยื่อหุ้มหวัใจ ม้ามมีขนาดใหญ่ขึน้โดยมีเซลล์บวมและมีสี
แดงคล า้ ภายในช่องท้องมีของเหลวสะสมอยู่ มีเลือดคั่งในระบบทางเดินอาหาร และเกิดการ
อกัเสบบริเวณล าไส้ (Austin and Austin, 1987; Inglis et al., 1993; Perera et al., 1994; 
Plumb, 1994) โดยพบรายงานลกัษณะอาการดงักล่าวในปลาหางเหลือง (Sano and Fukuda, 
1987) ปลานิล (กมลพร, 2539) ปลาสลิดหิน (Yuasa et al., 1999) ปลาเรดดรัม (Eldar et al., 
1999) และปลากะพงขาว (เยาวนิตย์ และคณะ, 2543) ในปลาสไตรป แบส (striped bass) และ
ปลาซีเทร้าท์ (Cynoscion regalis) พบว่ามีการสะสมของของเหลวสีเหลืองถึงเหลือง-แดงในช่อง
ท้อง มีสารเหนียวสีเหลืองถึงเหลือง-เขียวในบริเวณล าไส้ตอนปลาย ม้ามมีสีคล า้และขนาดใหญ่ขึน้ 
ตบัเหลือง และเกิดการตายของเนือ้เยื่อไต ในด้านการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบเลือดในปลา
กะพงขาวและปลานิลแดงแปลงเพศพบวา่คา่ฮีมาโตคริต ฮีโมโกลบิน พลาสมาโปรตีน ปริมาณเม็ด
เลือดแดงและเม็ดเลือดขาวมีคา่ลดลง (เฉลมิ และคณะ, 2548; นเรศ และคณะ, 2548)  
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2.6 แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในสัตว์น า้ 
มีแบคทีเรีย Streptococcus sp. หลายชนิดท่ีสามารถก่อโรคในปลาและสตัว์น า้

ได้ เช่น S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. equi, S. equisimilis, S. faecium, S. pyogenes, 
S. zooepidemicus, S. iniae, S. parauberis, S. shiloi และ S. difficile (Alcaide et al., 2000; 
Austin and Austin, 1987; Doménech et al., 1996; Eldar et al., 1994; Evans et al., 2000) 
พบการเกิดโรคชนิดนีใ้นปลานิลและปลาเรนโบว์เทร้าท์ ในประเทศอิสราเอล ปลาเทอร์บอท และ
ปลาแอมเบอร์แจ็ค เป็นต้น (Doménech et al., 1996; Alcaide et al., 2000) และพบว่าแบคทีเรีย 
S. iniae เป็นชนิดท่ีท าให้เกิดโรคในปลานิลมากท่ีสดุ (Evans et al., 2000) Cowan (1974 อ้าง
โดย Austin and Austin, 1987) พบว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ีสามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่าง
สมบรูณ์ (beta-haemolytic bacteria) เป็นแบคทีเรียกลุม่ท่ีท าให้เกิดโรคในสตัว์น า้ได้มากกว่ากลุม่
อ่ืน และนอกจากนีย้งัมีแบคทีเรีย L. garvieae ท่ีท าให้เกิดโรคแลคโตคอคโคซีสนัน้ยงัมีลกัษณะ
อาการของโรคคล้ายคลงึกบัโรคสเตรปโตคอคโคซีสด้วย ซึง่พบวา่เกิดโรคนีข้ึน้ในปลาเรนโบว์เทร้าท์ 
(Barnes et al., 2002) และปลาอ่ืน ๆ อีกหลายชนิด 

Toranzo และคณะ (2005) ได้แบ่งหมวดหมู่ของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 
ด้วยพืน้ฐานทาง DNA โดยใช้ DNA hybridization ร่วมกบัการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16s 
แสดงให้เห็นวา่มีแบคทีเรียอยา่งน้อย 5 ชนิดท่ีมีความส าคญัมากกบัการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีส
ในปลา ได้แก่ S. iniae, S. agalactiae, S. parauberis, L. Garvieae และ Vagococcus 
salmoninarum ส าหรับแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในเขตน า้อุ่นท่ีพบ
ในประเทศไทย ได้แก่ S. iniae, S. agalactiae และ L. garvieae (จิราพร และคณะ, 2529; นเรศ 
และคณะ, 2548; เยาวนิตย์ และคณะ, 2543; Suanyuk, 2009; Suanyuk et al., 2008; 2010) 

 
2.6.1 Streptococcus agalactiae 
แบคทีเรีย S. agalactiae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีมีเส้นผ่านศนูย์กลาง

ประมาณ 0.6 ‟ 1.2 ไมโครเมตร เรียงตวัเป็นโซ่ยาว หรือแบบคู่ (Rotta, 1986) ไม่สร้างสปอร์ ไม่
เคลื่อนท่ี และไม่มีการสร้างเอนไซม์คะตาเลส มีคณุสมบตัิทางซีร่ัมวิทยาเป็นแบคทีเรียท่ีมีผนงัเซลล์
เป็นกลุม่ B (Evans et al., 2002) คณุสมบตัิทางชีวเคมีของแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีมีรายงาน
พบในปลาดงัแสดงใน Table 3 เป็นชนิดท่ีพบทัง้ในววั (Martinez et al., 2000, 2001; Meiri-
Bendek et al., 2002) ปลาเศรษฐกิจหลายชนิดได้แก่ ปลาจาระเม็ดขาว (Duremdez et al., 
2004) ปลาซีบรีม (Sparus auratus L.) ปลากระบอก (Lisa klunzingeri Day) (Evans et al., 
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2002) และปลานิล (นเรศ และคณะ, 2548; Suanyuk et al., 2008) โดยมีลกัษณะอาการคือ ว่าย
น า้ควงสว่าน สูญเสียการทรงตวั ตาขุ่น ตกเลือดบริเวณตา ล าตวั ปาก แผ่นปิดเหงือกและครีบ 
อาการท่ีพบภายในได้แก่ ตบั และม้ามโตผิดปกติ เลือดคัง่ในสมอง และมีน า้สะสมในช่องท้อง 
(Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004) นอกจากนีย้งัมีรายงานการติดแบคทีเรียชนิดนีใ้น
สตัว์เลีย้งลกูด้วยนม สตัว์คร่ึงบกคร่ึงน า้ สตัว์เลือ้ยคลาน (Evans et al., 2009) และในคน 
(Persson et al., 2004; Ip et al., 2006) ส าหรับหญิงมีครรภ์อาจสง่ผลให้เกิดการแท้งหรือตาย
หลงัการคลอด และยงัพบการติดเชือ้นีใ้นทารกแรกเกิดโดยได้รับการถ่ายทอดเชือ้จากมารดา ซึ่ง
สง่ผลให้เด็กพิการหรือตายในอตัราท่ีสงูขึน้ แบคทีเรียชนิดนีย้งัไม่มีการรายงานการติดเชือ้จากปลา
ไปสู่คน แตมี่การศกึษาการน าแบคทีเรียชนิดนีท่ี้ได้จากคนฉีดเข้าตวัปลานิล พบว่าท่ีความเข้มข้น
เชือ้แบคทีเรียท่ีต ่าสดุของการทดลอง (102 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) สามารถท าให้ปลาตายถึง 30 
เปอร์เซน็ต์ (Evans et al., 2009) 
 
Table 3. Phenotypic characteristics of S. agalactiae isolated from diseased fish. 

Test Evans et al. (2002) 
Duremdez et al. 

(2004) 
Suanyuk et al. 

(2005) 
Fish Mullet Sea beam Silver pomfret Tilapia 
Gram staining reaction + + + + 
Cell morphology Cocci Cocci Cocci/ovoid Cocci 
Motality nr nr - nr 
Oxidase - - - - 
Catalase - - - - 
Indole nr nr nr nr 
Voges Proskauer -/+ -/+ - + 
Haemolysis β β β β 

Serogroup B B B B 
Growth:     
- 6.5% NaCl nr nr - + 
- pH 9.6 nr nr - +* 

(table cont.) 
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Table 3. (Continued) 

Test Evans et al. (2002) 
Duremdez et al. 

(2004) 
Suanyuk et al. 

(2005) 
- temp 10 degree celsius  - - - +* 
- temp 37 degree celsius  nr nr + +(35ºC) 
- temp 45 degree celsius  nr nr - - 
Hippurate -/+ + + + 
Esculin nr nr - - 
Arginine + + + + 
Pyrrolidonyl arylamidase - - - - 
Starch - - - nr 
Gelatin nr nr - nr 
α-Galactosidase -/+ + - + 
β-Glucuronidase + + - + 
β-Galactosidase - - - - 
Fish Mullet Sea beam Silver pomfret Tilapia 
Alkaline phosphatase -/+ + + + 
Leucine aminopeptidase + + + + 
Acid production from:     
- Arabinose - - - - 
- Mannitol - - - - 
- Sorbitol - - - - 
- Lactose - - - - 
- Trehalose + + + + 
- Inulin nr nr - - 
- Raffinose - - - - 
- Sucrose + + nr + 
- Maltose + + nr + 

(table cont.) 
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Table 3. (Continued) 

Test Evans et al. (2002) 
Duremdez et al. 

(2004) 
Suanyuk et al. 

(2005) 
- Ribose + + + + 
- AMD nr nr - - 
- Glycogen -/+ - - - 

*: tolerance nr: not reported +: positive -: negative   

 
2.6.2 Streptococcus iniae 
แบคทีเรีย S. iniae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม มีเส้นผ่านศนูย์กลางขนาด

ประมาณ 1.5 ไมโครเมตร มีการเรียงตวัเป็นสายโซ่ยาว เม่ือเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมเลือด
(BA) โคโลนีของแบคทีเรียจะมีขนาดเล็กประมาณ 1 ไมโครเมตร รอบ ๆ โคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
BA สามารถเห็นขอบใสได้อยา่งชดัเจนหรือเห็นเป็นสีน า้ตาล และสามารถเจริญได้ดีในอาหารเลีย้ง
เชือ้ THB ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีอากาศ สามารถผลิตกรดจากเด็กซ์แตรน  
ฟรุกโตส กาแลกโตส กลโูคส และอ่ืน ๆ สลายแป้งและเอสคลูินได้แตไ่ม่สามารถย่อย โซเดียม ฮิบ
พเูรท และเจลาตินได้  (Rotta, 1996) คณุสมบตัิทางชีวเคมีของแบคทีเรีย S. iniae ท่ีมีรายงานพบ
ในปลาดงัแสดงใน Table 4 แบคทีเรียชนิดนีพ้บครัง้แรกในปลาโลมา (Amazon Freshwater 
dolphin: Inia geoffrensis) (Pier and Madin, 1976) มีรายงานถึงอตัราการตายของปลาท่ีได้รับ
แบคทีเรียนี ้30 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ของปลาท่ีเลีย้ง (Center for Food Security and Public Health, 
2005) นอกจากนีย้งัพบการระบาดของโรคในปลาหลายชนิดจากหลายประเทศ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งประเทศญ่ีปุ่ น ประเทศไต้หวนั ประเทศอิสราเอล และประเทศสหรัฐอเมริกา โดยพบวา่เกิดโรคใน
ปลานิลได้มากท่ีสดุ รวมถึงพบในปลาสไตรป แบสลกูผสม (Morone chrysops   M. saxatilis) 
ปลาซีกเดียว (Paralichthys olivaceus) Japanese amberjack (Seriola quinqueradiata) ปลา
กะพงขาว ปลากะรังจดุน า้ตาล และปลาเรดดรัม (Sciaenops ocellatus) (Bromage et al., 
1999; Buller, 2004; Eldar et al., 1999; Evans et al., 2000; Lahav et al., 2004 ; Nguyen et 
al., 2002; Suanyuk et al., 2010; Weinstein et al., 1997) นอกจากนีย้งัพบว่าแบคทีเรียชนิดนี ้

ท าให้ปลานิลมีอาการเซื่องซมึ วา่ยน า้ควงสวา่น เยื่อหุ้มสมองอกัเสบ และตายในท่ีสดุ (Austin and 

Austin, 1987) ในปลาเรนโบว์เทร้าท์พบว่าเม่ือปลาได้รับแบคทีเรียชนิดนี ้ท าให้ปลาตาขุ่น โปน 
ระบบประสาทสว่นกลางถกูท าลายเลือดคัง่ และตาย (Lahav et al., 2004)  ส าหรับในมนษุย์
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แบคทีเรียชนิดนีมี้โอกาสติดต่อจากปลาสูค่นได้โดยการสมัผสักบัปลาท่ีมีเชือ้แบคทีเรียนี ้(Lau et 
al., 2006) โดยจะเป็นเชือ้ฉวยโอกาสท่ีเข้าไปก่อโรคในคนท่ีมีภมูิคุ้มกนัต ่าหรือภมูิคุ้มกนับกพร่อง มี
รายงานการติดเชือ้ชนิดนีค้รัง้แรกท่ีเท็กซสั ในปี ค.ศ. 1991 และครัง้ต่อมาท่ีเมืองออตตาวาในปี
ค.ศ.1994 แตไ่ม่ได้ระบถุึงแหลง่ท่ีมา (Centers for Disease Control and Prevention, 1996) 
หลงัจากนัน้ปีค.ศ. 1995 ท่ีเมืองโตรอนโต้ มีการรายงานพบผู้ ป่วยชาวเอเชีย 3 ราย เข้ารับการ
รักษาท่ีโรงพยาบาลโดยมีอาการอกัเสบบริเวณมือหลงัจากได้รับบาดเจ็บระหว่างการแล่เนือ้ปลา
ดิบ การตรวจสอบเร่ิมแรกพบแบคทีเรีย S. uberis แตภ่ายหลงัระบแุน่ชดัว่าเป็น S. iniae อาการ
ทั่วไปท่ีพบในผู้ ป่วยคือเกิดอาการอักเสบของเนือ้เยื่ออย่างเฉียบพลันในผู้ ป่วยท่ีได้ รับเชือ้ 
(Weinstein et al., 1997)  

 
Table 4. Phenotypic characteristics of S. iniae isolated from diseased fish. 

Test 
Al-Harbi 
(1994) 

Perera et al. 
(1994) 

Bromage et al. 
(1999) 

Fish Hybrid tilapia Hybrid tilapia Barramundi 
Gram staining reaction + + + 
Cell morphology Cocci Cocci Cocci 
Motality - - - 
Oxidase - nr - 
Catalase - - - 
Indole - nr nr 
Voges Proskauer + nr nr 
Haemolysis α β β 

Growth:    
- 6.5% NaCl - - - 
- pH 9.6 + - - 
- temp 10 degree celsius  - + - 
- temp 37 degree celsius  +A + nr 
- temp 45 degree celsius  - + - 
   (table cont.) 
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Table 4. (Continued)    

Test 
Al-Harbi 
(1994) 

Perera et al. 
(1994) 

Bromage et al. 
(1999) 

Hippurate - - - 
Esculin + nr + 
Arginine + + + 
Pyrrolidonyl arylamidase + + + 
Starch + + + 
Gelatin - - nr 
α-Galactosidase - nr - 
β-Glucuronidase + nr + 
β-Galactosidase - nr - 
Alkaline phosphatase + nr + 
Leucine aminopeptidase + nr + 
Acid production from:    
- Arabinose - - - 
- Mannitol + + + 
- Sorbitol - - - 
- Lactose - - - 
- Trehalose + + + 
- Inulin - - - 
- Raffinose - - - 
- Sucrose - + + 
- Maltose nr + nr 
- Ribose + nr + 
- AMD - nr nr 
- Glycogen + nr nr 

nr: not reported +: positive -: negative A: test at 35 celsius degree 
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2.6.3 Lactococcus garvieae 
แบคทีเรีย L. garvieae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมอีกชนิดหนึ่ง อยู่ในสกลุ 

Lactococcus รวมอยู่ใน family Streptococcaceae มีการเรียงเป็นโซส่ัน้ ไม่สามารถเคลื่อนท่ีได้ 
สามารถยอ่ยสลายเลือดบนอาหาร BA ได้เป็นแบบ alpha- hemolysis (Hawke, 2000) คณุสมบตัิ
ทางชีวเคมีของแบคทีเรีย L. garvieae ดงัแสดงใน Table 5 พบการติดเชือ้ในสตัว์น า้หลายพืน้ท่ีทัว่
โลกทัง้ในน า้จืดและน า้เคม็ ท าให้เกิดความเสียหายมากตอ่การเพาะเลีย้งสตัว์น า้หลาย ๆ ชนิด โดย
พบการติดเชือ้ครัง้แรกในปลาเรนโบว์เทร้าท์ ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น ในปี 1985 (Hoshina, 1985 อ้างโดย 
Hawke, 2000) จากนัน้พบการระบาดในฟาร์มเลีย้งปลาเรนโบว์เทร้าท์ท่ีเลีย้งในประเทศสเปน ในปี
ค.ศ. 1988 (Palacios et al., 1993 อ้างโดย Vendrell et al., 2006) ปลาหางเหลือง (Seriola 
quinqueradiata) (Eldar and Ghittino, 1999) ในประเทศออสเตรเลีย สเปน และอิตาลี (Shima 
et al., 2006) โดยเฉพาะในสว่นของประเทศอิตาลีมีรายงานว่าเกิดผลกระทบรุนแรงมากในช่วง
หน้าร้อนเกิดความสญูเสียถึง 50-60 เปอร์เซน็ต์ของผลผลิต และนอกจากนีย้งัมีรายงานการติดเชือ้
อย่างรุนแรงในปลาทะเลในประเทศกลุ่มตะวนัออกไกล และแพร่กระจายในฟาร์มปลาเทร้าท์ท่ีอยู่
ทางตอนใต้ของยโุรป (Ghittino et al., 2003) นอกจากนีย้งัพบในปลาแบล็ก ร็อกฟิช (Sebastes 
schlegeli) (Kang et al., 2004) ปลากระบอกเทา (Chen et al., 2002) ปลานิล ปลาไหลญ่ีปุ่ น 
(Anguilla japonica) ปลาโอลีฟ ฟลาวน์เดอร์ (Paralichthys olivaceous) ปลาแอมเบอร์แจ๊ค 
(Seriola dumerili) (Vendrell et al., 2006) รวมทัง้กุ้ งก้ามกราม (Macrobrachium rosenbergii) 
(Chen et al., 2001) นอกจากการตดิเชือ้ในสตัว์น า้แล้ว แบคทีเรียชนิดนีไ้ด้มีการรายงานพบผู้ ป่วย
ท่ีรับประทานปลาดิบได้รับเชือ้ L. garvieae ในประเทศไต้หวนัด้วย (Wang et al., 2007) 

 
 

Table 5. Phenotypic characteristics of L. garvieae isolated from diseased fish. 

Test Chen et al. (2001) Baeck et al. (2006) 
Fish Giant freshwater prawn Flounder 
Gram staining reaction + + 
Cell morphology Cocci nr 
Oxidase - nr 
Catalase - - 
  (table cont.) 
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Table 5. (Continued)   

Test Chen et al. (2001) Baeck et al. (2006) 
Haemolysis α γ 

Growth:   
- 6.5% NaCl - + (6%) 
- pH 9.6 + nr 
- temp 10 degree celsius  + nr 
- temp 37 degree celsius  + nr 
- temp 45 degree celsius - nr 
Hippurate - - 
Esculin v + 
Arginine v - 
Pyrrolidonyl arylamidase v + 
Starch - nr 
α-Galactosidase - - 

β-Glucuronidase - - 

β-Galactosidase - - 
Alkaline phosphatase - - 
Leucine aminopeptidase v + 
Acid production from:   
- Arabinose - - 
- Mannitol nr + 
- Sorbitol - + 
- Lactose - - 
- Trehalose - + 
- Inulin - v 
- Raffinose - - 
- Sucrose nr + 
- Ribose - + 

  (table cont.) 
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Table 5. (Continued)   

Test Chen et al. (2001) Baeck et al. (2006) 
- AMD nr - 
- Glycogen - - 

nr: not reported +: positive -: negative v: variable 
 
โรคสเตรปโตคอคโคซีสในประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคมาตัง้แตปี่พ.ศ. 2529 

และมีรายงานตอ่เน่ืองมาจนถึงปัจจบุนั โดยพบการเกิดโรคในจงัหวดัปัตตานี สงขลา สรุาษฎร์ธานี 
นครศรีธรรมราช สมทุรปราการ เพชรบรีุ อยธุยา กาญจนบรีุ สพุรรณบรีุ และนครปฐม (จิราพร และ
คณะ, 2529; สถาพร และเยาวนิตย์, 2530; Suanyuk, 2009) 

 
3. Multiplex PCR (m-PCR) 

 
ปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส หรือ polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิค

พืน้ฐานทางอณชีูววิทยา (molecular biology) ท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม หรือ DNA 
ในหลอดทดลอง จากปริมาณ DNA ท่ีใช้เป็นแมแ่บบ (DNA template) เพียงเลก็น้อย จนได้
ผลผลิตเป็นพนัล้านโมเลกลุ (สมาคมพนัธุศาสตร์แหง่ประเทศไทย และสถาบนัสง่เสริมการสอน
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2548) โดยอาศยัองค์ประกอบตา่ง ๆ ได้แก่ ดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) deoxyanucleotide triphosphate (dNTPs) ทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ อะดีนีน (adenine, A) 
กวันีน (guanine, G) ไซโตซีน (cytosine, C) ไธมีน (thymine, T) ดีเอ็นเอสายเร่ิมต้นขนาดสัน้ ๆ 
(primer) แม็กนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2)  บฟัเฟอร์  เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) 
ในสว่นของปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ดีเอน็เอจะเป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดตอ่เน่ืองซ า้ ๆ กันหลายรอบ โดย
แตล่ะรอบมี 3 ขัน้ตอน (Figure 1) คือ 

1. การแยกสาย DNA แม่แบบ (denaturation) 
 ใช้อณุหภมูิสงู 94-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30-60 วินาที เพื่อให้ 

DNA คลายเกลียวคูอ่อกจากกนัเป็นสายเดี่ยว และท าหน้าท่ีเป็นแมแ่บบในการสงัเคราะห์ DNA  
2. การจบัของสายไพรเมอร์ (primer annealing) 
 ใช้อุณหภูมิประมาณ 50-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30-60 วินาที 

เพื่อให้ไพรเมอร์เข้าจบักบั DNA แม่แบบในบริเวณท่ีล าดบัเบสคูก่นั 
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3. การสงัเคราะห์ DNA สายใหมโ่ดยการตอ่สายไพรเมอร์ (primer extension)  
 ใช้อณุหภมูิ 70-75 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30-120 วินาที ขึน้อยู่กับ

ความยาวของ DNA ท่ีต้องการเพิ่มจ านวน ขัน้ตอนนีเ้อนไซม์ DNA polymerase จะท าหน้าท่ีน า
เบส (A, T, C, G) ท่ีเข้าคูก่บั DNA แม่แบบมาตอ่เข้าท่ีปลายของสายไพรเมอร์ทัง้สองเพื่อให้ได้ 
DNA สายใหม ่

ปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ซ า้ ๆ ประมาณ 25-40 รอบ โดยสาย DNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ใน
แต่ละรอบจะถกูใช้เป็นแม่แบบในการสงัเคราะห์ DNA สายใหม่ในรอบตอ่ ๆ ไป ซึง่เกิดขึน้โดยการ
น าหลอดทดลองท่ีมีส่วนผสมของสารดงักล่าวข้างต้นเข้า  “เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA อตัโนมตัิ” 
ผลผลิต DNA ท่ีได้หลงัจบปฏิกิริยาจะเพิ่มเป็นทวีคณูตามจ านวนรอบ ซึง่ค านวณได้เท่ากบั 2n โดย 
n เท่ากบัจ านวนรอบท่ีท าปฏิกิริยา (สมาคมพนัธุศาสตร์แห่งประเทศไทย และสถาบนัสง่เสริมการ
สอนวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2548)  

ส าหรับ m-PCR เป็นการประยกุต์ใช้เทคนิค PCR ซึง่ท าการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
เป้าหมายโดยใช้ primer หลายคู่พร้อมกนัในปฏิกิริยาเดียวกนั โดย primer แต่ละคู่ท่ีน ามาต้อง
ออกแบบให้ดี ไม่มี complementary กนั และเม่ือน าไปท า PCR จะให้ผลผลิตท่ีมีขนาดความยาวท่ี
แตกต่างกนั การท า m-PCR ต้องปรับสภาวะพอเหมาะของปฏิกิริยา เพื่อให้สามารถเพิ่มขยาย
จ านวนดีเอ็นเอจากทกุ primer ท่ีใสล่งไปได้เท่ากนัและเน่ืองจากในปฏิกิริยานีจ้ะมี primer หลายคู ่
(บริษัท กิบไทย จ ากดั, 2003) และเม่ือใช้ primer เพิ่มขึน้สง่ผลให้เกิดการรบกวนในปฏิกิริยามาก
ขึน้จงึท าให้การปรับสภาวะเพื่อให้เหมาะสมท่ีสดุยิ่งยากไปด้วย (Forbes et al., 2002) 

ในด้านโรคสตัว์น า้ ได้มีการใช้เทคนิคนีเ้พื่อช่วยในการตรวจสอบโรคเพื่อให้ได้ผล
เร็วยิ่งขึน้ ท าให้สามารถรักษาโรคท่ีก าลงัเกิดขึน้ในสตัว์น า้ได้ทนัท่วงที ดงัเช่นการพฒันาวิธีการของ 
Mata และคณะ (2004) ท่ีปรับปรุงวิธีการนีเ้พื่อตรวจสอบเชือ้แบคทีเรีย 4 ชนิด ท่ีเป็นสาเหตขุอง
โรคในปลา ได้แก่ S. difficilis, S. parauberis, S. iniae และ L. garvieae สว่น Altinok และคณะ 
(2008) ได้พฒันาวิธีการเพื่อใช้ตรวจสอบแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila, A. salmonicida 
subsp. salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium salmoninarum และ 
Yersinia ruckeri ในปลา นอกจากการตรวจสอบแบคทีเรียแล้วในส่วนของการตรวจสอบไวรัส 
Khawsak และคณะ (2008) ได้พฒันาวิธีการ Multiplex RT-PCR เพื่อตรวจสอบหาไวรัส 6 ชนิด 
ได้แก่ Yellow head virus, White spot syndrome virus, Taura syndrome virus, 
Hepatopancreatic parvovirus, Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus 
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และ Monodon baculovirus ซึง่วิธีการนีส้ามารถช่วยให้เกษตรกรทราบผลได้อย่างรวดเร็วขึน้และ
ลดต้นทนุส าหรับคา่ตรวจวินิจฉยัโรคได้อยา่งมาก 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

Figure 1. Step of PCR reaction 

ที่มา: สมาคมพนัธุศาสตร์แห่งประเทศไทย และสถาบนัสง่เสริมการสอนวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี (2548)
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาเศรษฐกิจ
โดยเฉพาะเชือ้ S. agalactiae, S. iniae และ L. garvieae  

2. เพื่อศึกษาการปนเปือ้นของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาเหยื่อซึ่งอาจ
เป็นพาหะน าไปสูก่ารตดิเชือ้ในปลาท่ีเลีย้งในกระชงั 

3. พฒันาเทคนิค m-PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบเชือ้ก่อโรคสเตรปโตคอคโคซีส 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการศึกษา 
 

1. วัสด ุ
 

1.1 ตัวอย่างปลา 
1.1.1 เก็บตัวอย่างครัง้ที่ 1: ส ารวจการแพร่กระจายของเชือ้แบคทีเรีย   

แกรมบวก รูปกลม 
เก็บตัวอย่างปลานิล ปลากะพงขาว ปลากะรัง ปลาเหยื่อท่ีใช้เป็นอาหารปลา 

รวมถึงดินและน า้จากแหลง่เลีย้งปลาใน 3 จงัหวดั ได้แก่ จงัหวดักระบี่ จงัหวดัพทัลงุ และจงัหวดั
สงขลา (Figure 2) ในช่วงเดือนมีนาคมถึงพฤษภาคม และพฤศจิกายนถึงธนัวาคม พ.ศ. 2550 เพื่อ
น ามาศึกษาเบือ้งต้นด้วยวิธีการเพาะเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ เก็บตวัอย่างปลานิลจากอ าเภอศรี
บรรพต อ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ และต าบลปากรอ ต าบลสะทิง้หม้อ อ าเภอสิงหนคร จงัหวดั
สงขลา จงัหวดัละ 10 ตวัอยา่ง เก็บตวัอย่างปลากะพงขาวและปลากะรังจากอ าเภออ่าวลกึ อ าเภอ
เหนือคลอง และอ าเภอเมือง จงัหวดักระบี่ อ าเภอสิงหนครและอ าเภอจะนะ จงัหวดัสงขลา จงัหวดั
ละ 10 ตวัอย่างต่อชนิด เก็บตวัอย่างปลาเหยื่อจากแหล่งเลีย้งปลากะพงขาว และปลากะรัง 
โดยรวมตวัอยา่งปลาเหยื่อ 2 ตวัตอ่ 1 ตวัอยา่ง รวม 10 ตวัอยา่งตอ่จงัหวดั และในการเก็บตวัอย่าง
ปลานิล ปลากะพงขาว ปลากะรัง รวมถึงดินและน า้จากแหล่งเลีย้งทัง้ 2 ช่วงเวลาท่ีศึกษาได้เก็บ
ตวัอยา่งจากแหลง่เลีย้งเดมิ แตช่่วงอายขุองปลาและรอบการเลีย้งตา่งกนั 
   

1.1.2 เก็บตัวอย่างครัง้ที่ 2: ตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมด้วย
เทคนิค m-PCR 

  เก็บตัวอย่างปลานิลจาก แหล่งเลีย้งปลานิล ได้แก่ อ าเภอสิชล อ าเภอหัวไทร 
จงัหวดันครศรีธรรมราช อ าเภอป่าพะยอม อ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ  (Figure 3) แหลง่เลีย้งละ 
5 ตวัอย่างในเดือนเมษายนถึงพฤษภาคม พ.ศ. 2553 โดยปลาแต่ละตวัจะเก็บไตและสมองเพื่อ
น ามาศกึษาด้วยวิธีการเพาะเชือ้แบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้และเทคนิค m-PCR โดยแบ่งแต่ละ
อวยัวะเพื่อตรวจสอบผลกบัทัง้ 2 วิธีการ 
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 Figure 2. Survey site during March-May 2007 and November-December 2007. 
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Figure 3. Survey site during April-May 2010.  
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1.2 สารเคมี 
1.2.1สารเคมีส าหรับทดสอบคณุสมบตัิทางกายภาพและชีวเคมีของเชือ้แบคทีเรีย 

(ภาคผนวก) 
1.2.2 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์คณุภาพน า้ (ภาคผนวก) 
1.2.3 สารเคมีส าหรับการทดสอบด้วยเทคนิค m-PCR (ภาคผนวก) 
 

2. อุปกรณ์ 
 

2.1 อุปกรณ์ทดสอบตัวอย่างปลา 
2.1.1 อปุกรณ์ส าหรับแยกเชือ้แบคทีเรีย ประกอบด้วย  

1) อุปกรณ์ชุดผ่าตดัตวัอย่างปลา ได้แก่ มีดผ่าตดั, กรรไกร, กรรไกรตดั
กระดกู และปากคีบ  

2) อปุกรณ์ชดุแยกเชือ้แบคทีเรีย ได้แก่ อาหารเลีย้งเชือ้ Columbia CNA 
blood agar, blood agar (BA), tryptic soy agar (TSA), tryptic soy broth (TSB) ลปูเข่ียเชือ้, 
spreader, phosphate buffer saline, ตะเกียงแอลกอฮอล์, 70% ethyl alcohol, micropipette 
และตู้บม่เชือ้  

3) อปุกรณ์ทดสอบเชือ้ทางกายภาพและชีวเคมี ได้แก่ สีย้อมแกรม, สาร
ทดสอบคะตาเลส, ชดุทดสอบ API 20 STREP และโปรแกรม APILABPLUS 

2.1.2 อปุกรณ์ตรวจสอบด้วยวิธี m-PCR ประกอบด้วย 
1) เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) 
2) หลอดพลาสตกิ (Microcentrifuge tube) 
3) ตู้อบ (Hot air oven) 
4) Autopipette ขนาด 20, 100, 200, 1,000 ไมโครลติร 
5) เคร่ืองหมนุเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ (Beckman, Avanti TM 30 

centrifuge) 
6) เคร่ือง DNA thermal cycler (PTC-100TM Programmable Thermal 

Controller, MJ Research Inc., USA) 
7) เคร่ืองอิเลก็โตรโฟริซสิ (Mupid®-exu, Japan) 
8) เคร่ือง UV visualizer (UV illuminator; Vilger lourmat, France) 
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2.2 อุปกรณ์วิเคราะห์คุณภาพน า้ 
1) อปุกรณ์วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คือ เคร่ือง pH meter ของ Mettler 

Delta รุ่น 340 
2) อปุกรณ์และเคร่ืองแก้วส าหรับวิเคราะห์ค่าความเป็นด่าง (alkalinity) ได้แก่ 

ขวดรูปชมพู,่ บีกเกอร์, กระบอกตวง, บวิเรต, ปิเปต, ลกูยาง และขวดเก็บตวัอยา่งน า้ 
3) อปุกรณ์วดัอณุหภมูิน า้ ได้แก่ เทอร์โมมิเตอร์ 
4) อปุกรณ์วดัคา่ความเค็มของน า้ ได้แก่ Refractometer  
5) อปุกรณ์วดัคา่ออกซิเจนท่ีละลายในน า้ (Dissolved Oxigen) ได้แก่ ขวด BOD, 

ขวดรูปชมพู,่ กระบอกตวง, ลกูยาง, ปิเปต 
 

3. วิธีการศึกษา 
 

3.1 เก็บตัวอย่างครัง้ที่ 1: ส ารวจการแพร่กระจายของเชือ้แบคทีเรีย   แกรมบวก 
รูปกลม 

3.1.1 การแยกแบคทีเรียจากปลาเศรษฐกิจ ปลาเหยื่อ ดินและน า้ที่เลีย้ง
ปลา  

น าปลาเศรษฐกิจ และปลาเหยื่อมาผ่าท้องและสมองด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ 
(aseptic technique) เพื่อน าไตและสมองมาเพาะเชือ้แบคทีเรีย โดยชัง่น า้หนกัของชิน้เนือ้ แล้วเจือ
จางด้วย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ในอตัรา 1: 10 บดให้ละเอียดก่อนน าตวัอย่าง 
100 ไมโครลิตรไปเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้ Columbia CNA blood agar (BD, BBLTM, France) 
ส าหรับน า้ท่ีใช้เลีย้งปลา ดูดตวัอย่างน า้มาเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน
ส่วนของดินท าการตกัดินบริเวณใกล้กระชงัเลีย้งปลาขึน้และชัง่ตวัอย่างดินให้ได้ประมาณ 1 กรัม
แล้วท าการเจือจางด้วย PBS pH 7.4 ในอตัรา 1: 10 ผสมให้เข้ากนัก่อนน าตวัอย่างดิน 100 
ไมโครลิตรไปเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้ น าจานอาหารเลีย้งเชือ้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง น าแบคทีเรียท่ีเจริญมานบัจ านวนแยกแต่ละลกัษณะโคโลนี และศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียด้วยการย้อมสีแกรม โดยเลือกแต่ละลักษณะโคโลนี
แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้มาย้อมสีแกรม แบคทีเรียท่ีให้ผลเป็นแกรมบวก รูปกลมจะถกู
ค านวณโคโลนีรวมและน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA จนได้แบคทีเรียท่ีบริสทุธ์ิ ส าหรับ
แบคทีเรียท่ีแยกได้จากปลากะพงขาว และปลากะรัง ใช้อาหาร TSA ท่ีผสมเกลือแกง 1.5 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือได้แบคทีเรียท่ีบริสทุธ์ิแล้วน ามาทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลสด้วยการหยด



34 
 

 
   

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เพื่อจ าแนกชนิดเบือ้งต้นว่าแบคทีเรียท่ี
ได้เป็นกลุม่ Streptococcus sp. 

 
3.1.2 การศึกษาคุณภาพน า้ที่เลีย้งปลา  

  ท าการเก็บข้อมลูคณุภาพน า้บริเวณกระชงัเลีย้งปลาในด้านอณุหภมูิของน า้ด้วย
เทอร์โมมิเตอร์ และคา่ความเป็นกรด-ดา่งของน า้ด้วย pH meter ส าหรับความเคม็น าน า้จากกระชงั
หยดลงบน salinometer แล้วอา่นคา่ความเค็มท่ีได้  ส าหรับค่าความเป็นด่างของน า้ เก็บตวัอย่าง
น า้ 100 มิลลิลิตรใส่ขวดรูปชมพู่แล้ววิเคราห์ผลด้วยวิธีท่ีระบุในภาคผนวก ในส่วนของปริมาณ
ออกซิเจนท่ีละลายในน า้ เก็บน า้ใส่ขวด BOD ให้เต็มขวดโดยไม่ท าให้เกิดฟองจากนัน้ท าการ
วิเคราะห์ตามวิธีการท่ีแสดงในภาคผนวก และเก็บข้อมลูคณุภาพน า้แต่ละปัจจยัท่ีท าการศึกษา
จ านวน 3 ซ า้ในแตล่ะแหลง่เลีย้งปลา 
 

3.2 เก็บตัวอย่างครัง้ที่ 2: ตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมด้วยเทคนิค m-
PCR  

  3.2.1 การพัฒนาเทคนิค m-PCR 
  แบคทเีรีย ใช้แบคทีเรียสายพนัธุ์มาตรฐาน 3 ชนิดเพื่อปรับวิธีการของเทคนิค m-
PCR ได้แก่ S. iniae และ L. garvieae FK 040708 (ได้รับความอนเุคราะห์จาก Dr. T. Itami; 
Miyazaki University, Japan) และ S. agalactiae DMST 17129 เลีย้งแบคทีเรียสายพนัธื
มาตรฐานบนอาหารเลีย้งเชือ้ tryptic soy agar (TSA) บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-
48 ชัว่โมง แล้วจงึน าไปสกดัดีเอ็นเอตามขัน้ตอนถดัไป 
  การสกัดดีเอ็นเอ น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ ท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้มาสกดัดีเอ็น
เอตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Ausubel และคณะ (1999) โดยการน าตวัอยา่งมาเติม TE buffer (10 
mM Tris-Cl (pH 8.0), 1 mM EDTA) 567 ไมโครลิตร SDS (Sodium dodecyl sulfate) ความ
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติม Proteinase K  ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น า
กลบัมาเติมสารละลายเกลือแกงความเข้มข้น 5 โมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ CTAB/NaCl 
solution ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แล้วจึงบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส อีก 10 นาที เติม 
chloroform/isoamyl alcohol อตัราสว่น 24:1 ในปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรในหลอด (ประมาณ 
0.78 ‟ 0.8 มิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากนัเบา ๆ แล้วน าไปป่ันตกตะกอนด้วยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์ ท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดดูส่วนใสท่ีอยู่ชัน้บนใส่
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หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ เติม phenol/chloroform/isoamyl alcohol อตัราส่วน 25:24:1 
ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรตวัอย่างในหลอด ผสมให้เข้ากนัเบา ๆ แล้วน าไปป่ันตกตะกอนด้วย
เคร่ืองเซนตริฟิวจ์ ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดดูสว่น
ใสท่ีอยู่ชัน้บนใสใ่นหลอดใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่าของปริมาตรตวัอย่างในหลอด 
ผสมให้เข้ากนัแล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์ ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทหรือดดูสว่นใสในหลอดออกอย่างระวงั เติมแอลกอฮอล์
ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอภายในหลอด แล้วน าไป
ตกตะกอนดีเอ็นเออีกครัง้ เทของเหลวในหลอดทิง้ และตัง้ทิง้ไว้ให้แห้งประมาณ 15 นาที แล้วเติม 
TE buffer 100 ไมโครลิตรเพื่อละลายตะกอน เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ในอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส
จนกวา่จะน าไปท าการตรวจสอบด้วยเทคนิค m-PCR 
  การปรับวิธีการของเทคนิค m-PCR ดดัแปลงวิธีการจากวิธีของ Mata และ
คณะ (2004) เพื่อให้ได้ขัน้ตอนและวิธีการท่ีเหมาะสมต่อแบคทีเรียทัง้ 3 ชนิด  โดยใช้สารเคมีท่ี
ประกอบด้วย PCR buffer (200 mM Tris-HCl (pH8.4), 500 mM KCl), dNTPs, แม็กนีเซียมคลอ
ไรด์, ไพรเมอร์ (Table 6), เอนไซม์ Taq polymerase และดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพนัธุ์
มาตรฐานท่ีสกัดไว้ โดยในการปรับ ทดลองใช้สารแต่ละชนิดท่ีปริมาณความเข้มข้นสุดท้ายท่ี
แตกตา่งกนัได้แก่ dNTPs ท่ีความเข้มข้น 150, 200, 250 ไมโครโมลาร์ของแตล่ะเบส แม็กนีเซียม
คลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 1.0, 1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 2.25, 2.5, 2.75 และ 3.0  มิลลิโมลาร์ และ
ทดลองปรับอณุหภมูิของขัน้ตอนแต่ละขัน้ได้แก่ ขัน้ตอน denaturation จากอณุหภมูิ 92 องศา
เซลเซียสถึง 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ขัน้ตอน annealing จากอณุหภมูิ 55 องศา
เซลเซียส ถึง 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0.5 และ 1 นาที ขัน้ตอน extension  อณุหภมูิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 และ 1.5 นาที เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุท่ีท าให้ตรวจสอบแบคทีเรีย 3 
ชนิด เมื่อได้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุแล้ว  

การหาปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นที่ต ่าที่สุดของแบคทีเรีย น าเทคนิค m-PCR ท่ี
พฒันาได้มาทดลองหาปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นท่ีต ่าท่ีสดุของแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีวิธีการดงักล่าว
สามารถตรวจสอบพบ โดยท าการปรับปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอของแบคทีเรียแตล่ะชนิดให้
เท่ากนั แล้วเจือจางปริมาณดีเอ็นเอลงครัง้ละ 2 เท่าตัง้แต ่50 นาโนกรัม ถึง 4.8828125 พิโคกรัม 
แล้วน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค m-PCR ท่ีพฒันาได้ และตวัอยา่งที่ได้จะน ามา
ตรวจสอบผลด้วยวิธีเจล อิเล็กโตรโฟเรซิส เพื่อแยกแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรส เจล (agarose gel) 
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบขนาดแน่นอน (100 bp 
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DNA ladder) ด้วยการใช้กระแสไฟฟ้า 110 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที น าเจลท่ีได้ย้อมด้วยเอธ
ทิเดียม โบรไมด์ ประมาณ 10 นาที ล้างตวัอย่างเจลด้วยน า้กลัน่ก่อนน าไปสอ่งด้วยเคร่ืองฉายแสง
ยวูีเพื่อตรวจสอบผล  

Table 6.  Oligonucleotide primer sets used for m-PCR assay. 

Primer 
pair 

Sequences (5’-3’) 
Target 
 gene 

PCR 
amplicon 

(bp) 
Pathogen Reference 

F1 GAGTTTGATCATGGCTCAG 
16S rRNA 220 S. agalactiae 

Martinez et al. 
(2001) IMOD ACCAACATGTGTTAATTACTC 

LOX-1 AAGGGGAAATCGCAAGTGCC 
lctO 870 S.iniae 

Mata et al.  
(2004) LOX-2 ATATCTGATTGGGCCGTCTAA 

pLG-1 CATAACAATGAGAATCGC 
16S rDNA 1,100 L. garvieae 

Zlotkin et al. 
 (1998) pLG-2 GCACCCTCGCGGGTTG 

       
3.2.2 การแยกแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลมจากปลานิล 

  เก็บตวัอย่างปลานิลจากแต่ละแหล่งมาผ่าท้องและสมองด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ 
(aseptic technique) เพื่อน าไตและสมองมาเพาะเชือ้แบคทีเรีย โดยชัง่น า้หนกัของชิน้เนือ้ แล้วเจือ
จางด้วย PBS pH 7.4 ในอตัรา 1: 10 บดให้ละเอียดก่อนน าตวัอย่าง 100 ไมโครลิตรไปเพาะบน
อาหารเลีย้งเชือ้ Columbia CNA blood agar (BD, BBLTM, France) น าจานอาหารเลีย้งเชือ้ไปบม่
ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง น าแบคทีเรียท่ีเจริญมานบัจ านวนแยกแตล่ะ
ลกัษณะโคโลนี และศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียด้วยการย้อมสีแกรม โดยเลือก
แต่ละลกัษณะโคโลนีแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้มาย้อมสีแกรม แบคทีเรียท่ีให้ผลเป็นแก
รมบวก รูปกลมจะถกูค านวณโคโลนีรวมและน ามาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA จนได้แบคทีเรียท่ี
บริสทุธ์ิ ท าการเก็บรักษาตวัอย่างแบคทีเรียท่ีได้ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีผสมกลีเซอรอล 15 
เปอร์เซน็ต์ ท่ีอณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส จนกวา่จะท าขัน้ตอนถดัไป 
 
  3.2.3 การจ าแนกแบคทีเรียจากตัวอย่าง 

น าแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ท่ีแยกได้จากข้อ 3.2.1 มาทดสอบการสร้าง
เอนไซม์คะตาเลสสด้วยการหยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เพื่อ
จ าแนกชนิดเบือ้งต้นว่าแบคทีเรียท่ีได้เป็นกลุ่ม Streptococcus sp. ทดสอบการย่อยสลายเม็ด
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เลือดบนอาหารเลีย้งเชือ้ Columbia CNA blood agar รวมถึงทดสอบด้วยชดุทดสอบ API 20 
STREP และจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใช้โปรแกรม API LABPLUS รวมทัง้ใช้คูมื่อ Bergey’s 
manual of Systematic Bacteriology (Schleifer, 1986) เพื่อตรวจสอบชนิดของเชือ้แบคทีเรีย 

 
3.2.4 การตรวจสอบแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลมด้วยเทคนิค m-PCR 

  การตรวจสอบจากตัวอย่างเนือ้เยื่อ ตวัอย่างไตและสมองจากปลานิลแต่ละ 
ตวัอย่างถูกเก็บด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ ใส่ลงในหลอดพลาสติกท่ีผ่านการอบฆ่าเชือ้ แล้วเก็บใน
น า้แข็ง เพื่อน ามาสกดัดีเอ็นเอตามวิธีการข้างต้นและตรวจสอบผลด้วยเทคนิค m-PCR ท่ีพฒันา
วธีิการไว้ บนัทกึผลการตรวจสอบเชือ้แบคทีเรียท่ีปรากฏจากแบน หากมีแบคทีเรียท่ีจ าเพาะตอ่ไพร
เมอร์ท่ีใช้จะปรากฏแบนออกมาตรงกบัแถวท่ีเป็น positive ของเชือ้แตล่ะชนิด  

การตรวจสอบจากตวัอย่างแบคทีเรีย น าแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีแยกได้
จากปลาในหวัข้อ 3.2.2 มาสกดัดีเอ็นเอตามวิธีการเดียวกนั และตรวจสอบผลอีกครัง้ด้วยเทคนิค 
m-PCR เพื่อตรวจสอบผลเปรียบเทียบกบัวิธีการจ าแนกชนิดแบคทีเรียด้วยการทดสอบคณุสมบตัิ
ทางชีวเคมี 
 

3.2.5 การวิเคราะห์ล าดบัเบส 
  น าดีเอ็นเอของตวัอยา่งที่ให้ผลเป็นบวกด้วยเทคนิค m-PCR มาเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอด้วยเทคนิค m-PCR แล้วน าดีเอ็นเอท่ีได้ไปท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดเจล QIAquick gel 
extraction kit โดยเติมสาร buffer QG ปริมาตร 3 เท่าของน า้หนกัตวัอย่างเจล แล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยเขย่าหลอดตวัอย่างทกุ ๆ 2-3 นาทีเพื่อให้เจลละลายหมด 
จากนัน้เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของน า้หนกัตวัอย่างเจลแล้วผสมให้เข้ากนั น าสารใน
หลอดใสใ่น QIAquick spin column แล้วน าไปเซนตริฟิวจ์นาน 1 นาที ตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีได้จะติด
อยู่ในตวักรองภายใน QIAquick column เทส่วนใสท่ีได้ทิง้ จากนัน้เติม buffer QG ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ลงใน QIAquick column แล้วน าไปเซนตริฟิวจ์นาน 1 นาที ล้างตะกอนดดีเอ็นเอใน
คอลมัน์ด้วย buffer PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร วางตวัอย่างทิง้ไว้ 2-5 นาที แล้วน าไปเซนตริฟิวจ์
ท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที แล้วน า QIAquick column ไปใสใ่นหลอดไมโครเซน
ตริฟิวจ์อนัใหม่ แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีติดในตวักรองภายใน QIAquick column ด้วย buffer 
EB ปริมาตรประมาณ 50 ไมโครลติรแล้วเซนตริฟิวจ์นาน 1 นาที จะได้ดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิ  
  น าดีเอ็นเอบริสุทธ์ิท่ีสกัดได้วิเคราะห์หาล าดับเบสโดยวิธี single-nucleotide 
polymorphism assay ด้วยเคร่ือง Mega BACE DNA Analysis system ล าดบัเบสท่ีได้ถกูน ามา
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เปรียบเทียบล าดบัเบสจากฐานข้อมลูใน Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อดคูวาม
เหมือนของล าดบัเบสจากแบคทีเรียชนิดนัน้ เพื่อให้แน่ชดัว่าแบคทีเรียท่ีตรวจสอบพบนัน้เป็นชนิด
เดียวกบัในฐานข้อมลูหลกั 
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บทที่ 3 
 

ผลการศึกษา 
 

3.1 เก็บตวัอย่างครัง้ที่ 1: ส ารวจการแพร่กระจายของแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม 
   
  การเก็บตวัอยา่งในครัง้ท่ี 1 ท าการเก็บตวัอยา่งปลา ปลาเหยื่อ ดนิ และน า้ รวมถึง
การวดัคณุภาพน า้บริเวณท่ีเลีย้งจาก 3 จงัหวดั ประกอบด้วยพืน้ท่ี ต าบลปากรอ และต าบลสะทิง้
หม้อ อ าเภอสิงหนคร จงัหวดัสงขลา อ าเภอบางแก้ว และอ าเภอศรีบรรพต จงัหวดัพทัลงุ เป็นพืน้ท่ี
ในการเก็บตวัอย่างปลานิล ส่วนปลากะพงขาวและปลากะรังท าการเก็บตวัอย่างจาก อ าเภอสิงห-
นคร และอ าเภอจะนะ จงัหวดัสงขลา อ าเภออ่าวลึก อ าเภอเหนือคลองและอ าเภอเมือง จงัหวดั
กระบี่ ส าหรับการศกึษาในครัง้นี ้ปรากฏผลดงัตอ่ไปนี ้
 

3.1.1. สภาวะแวดล้อมในการเลีย้ง พฤตกิรรม และลักษณะภายนอกของปลา 
ปลานิลท่ีศึกษาเป็นตวัอย่างจากอ าเภอบางแก้ว อ าเภอศรีบรรพต จงัหวดัพทัลงุ 

และต าบลปากรอ ต าบลสะทิง้หม้อ อ าเภอสิงหนคร จงัหวดัสงขลา น า้หนกัปลาตวัอย่างประมาณ 
150-600 กรัมตอ่ตวั (Table 7) เลีย้งในกระชงั โดยให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปเป็นอาหาร ลกัษณะของ
ปลาท่ีน ามาศกึษาไมพ่บสิง่ผิดปกติท่ีบง่ชีถ้ึงการป่วยของปลา 

ปลากะพงขาวและปลากะรังท่ีศกึษาเป็นตวัอย่างจากอ าเภอสิงหนคร และต าบล
นาทบั อ าเภอจะนะ จงัหวดัสงขลา อ าเภออ่าวลกึ อ าเภอเหนือคลอง และอ าเภอเมือง จงัหวดักระบี่ 
น า้หนกัปลากะพงขาวประมาณ 200-600 กรัมตอ่ตวั น า้หนกัปลากะรังประมาณ 200-900 กรัมตอ่
ตวั (Table 7) ลกัษณะการเลีย้งปลากะพงขาวและปลากะรังในพืน้ท่ีเก็บตวัอย่างจังหวดัสงขลา 
เป็นการเลีย้งในกระชงับริเวณชายฝ่ังทะเล ระดบัความลึกของน า้ไม่เกิน 3 เมตร อาหารท่ีใช้เลีย้ง
เป็นปลาเหยื่อสบั สว่นการเลีย้งในเขตพืน้ท่ีเก็บตวัอย่างจงัหวดักระบี่ เป็นการเลีย้งปลาในกระชงัท่ี
มีความลึกมากกว่า 3 เมตร ในเขตอ าเภออ่าวลึกเป็นกระชงัท่ีลอยอยู่กลางทะเลห่างจากชายฝ่ัง
ประมาณ 1-2 กิโลเมตร (Figure 4-5) ตวัอย่างปลาท่ีศกึษาไม่มีสิ่งผิดปกติท่ีบ่งชีถ้ึงการป่วยของ
ปลา 

 



 

 

Table 7. Fish sampling sites and body weight of fish in 2007. 
Date Area Fish Weight (g) Culture system 

Mar 07/ Dec 07 Bangkaew, Phatthalung Nile Tilapia 370.00±127.19 Cage in earthen pond 
 Sri Banpot, Phatthalung Nile Tilapia 457.00±51.22 Cage in reservoir 

Apr 07/ Dec 07 Singha Nakhon, Songkhla1 Red Tilapia 395.00±78.63 Cage in canal 
 Singha Nakhon, Songkhla2 Nile Tilapia 234.00±40.40 Cage in gulf of Thailand 

Apr 07/Dec 07 Chana , Songkhla Asian sea bass 480.00±58.12 Cage in gulf of Thailand 
  Grouper 653.00±140.26 Cage in gulf of Thailand 
 Singha Nakhon, Songkhla Asian sea bass 371.50±105.07 Cage in gulf of Thailand 
  Grouper 790.50±66.18 Cage in gulf of Thailand  

May 07/ Nov 07 Ao Luk, Krabi Asian sea bass 389.38±41.78 Cage in Andaman sea 
  Grouper 291.88±52.98 Cage in Andaman sea 
 Muang, Krabi Asian sea bass 492.50±22.30 Cage in Andaman sea 
  Grouper 544.17±261.08 Cage in Andaman sea 
 Nue Klong, Krabi Asian sea bass 433.33±106.52 Cage in Andaman sea 
  Grouper 645.00±99.55 Cage in Andaman sea 

1Tumbon Pak Ro; 2Tumbon Sating Mo 
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 Figure 4. Sea bass and grouper cage culture at Ao Luek, Krabi province. 
 
 

 
Figure 5. Sea bass and grouper cage culture at Nue Klong, Krabi province. 
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3.1.2. การศึกษาปริมาณแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม 
   3.1.2.1. การตรวจสอบปริมาณแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลมในปลานิล 

  การตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ด้วยวีธีเพาะเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
จากตวัอย่างปลานิลท่ีเลีย้งในจงัหวดัพทัลงุและจงัหวดัสงขลา ในช่วงเดือนมีนาคมถึงพฤษภาคม 
พบแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเป็นแกรมบวก รูปกลมจากไต ปลานิลจ านวน 1 ตวั 
จากตวัอย่างทัง้หมด 5 ตวัท่ีศึกษา ท่ีเลีย้งในอ าเภอบางแก้วจังหวดัพทัลงุ ส่วนอ าเภอศรีบรรพต 
จงัหวดัพทัลงุ ต าบลปากรอ และต าบลสะทิง้หม้อ อ าเภอสิงหนคร จังหวดัสงขลาไม่พบตวัอย่าง
ปลาท่ีมีแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ส าหรับช่วงเดือนธันวาคมในปีเดียวกัน ตรวจพบปลาท่ีมี
แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 3 แหล่งเลีย้งดงันี ้ปลาในอ าเภอบางแก้วตรวจพบ 1 ตวัอย่างจาก
ทัง้หมด 5 ตวัท่ีศกึษา ซึง่ตรวจพบในสมอง ในอ าเภอศรีบรรพต ตรวจพบ 2 ตวัอย่างจากทัง้หมด5 
ตวัท่ีศกึษา ซึง่เป็นตวัอย่างจากไตปลา 1 ตวัอย่างและจากสมองปลา 1 ตวัอย่าง สว่นในจงัหวดั
สงขลา สามารถตรวจสอบพบจากไตของปลาท่ีเลีย้งในต าบลปากรอเป็นจ านวน 2 ตวัอย่างจาก
ปลาทัง้หมด 5 ตวัท่ีศกึษา ดงัแสดงใน Table 8  

การตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในน า้และดินในบริเวณแหล่งเลีย้งปลา
นิลพบแบคทีเรียดงักล่าวในน า้ท่ีเลีย้งปลานิลในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุในช่วงเดือนมีนาคม 
สว่นแหลง่เลีย้งอื่น ๆ ไมพ่บแบคทีเรียในน า้และดิน ดงัแสดงใน Table 9  

Table 8. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in cultured tilapia. 

Date Area 
No. positive 
(Total fish) 

Average total count (CFU/g) 
Kidney Brain 

Mar 07 Bangkaew, Phatthalung 1(5) 213 0 
 Sri Banpot, Phatthalung 0(5) 0 0 

Apr 07 Singha Nakhon, Songkhla1 0(5) 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla2 0(5) 0 0 

Dec 07 Bangkaew, Phatthalung 1(5) 0 194 
 Sri Banpot, Phatthalung 2(5) 95* 1442* 

Dec 07 Singha Nakhon, Songkhla1 2(5) 335+297 0 
 Singha Nakhon, Songkhla2 0(5) 0 0 

1Tumbon Pak Ro; 2Tumbon Sating Mo; *n = 1 
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Table 9. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in water and soil in tilapia culture 
site.  

Date Area 
Average total count  

Water (CFU/ml) Soil (CFU/g) 
Mar 07 Bangkaew, Phatthalung 400 0 

 Sri Banpot, Phatthalung 0 0 
Apr 07 Singha Nakhon, Songkhla1 0 0 

 Singha Nakhon, Songkhla2 0 0 
Dec 07 Bangkaew, Phatthalung 0 0 

 Sri Banpot, Phatthalung 0 0 
Dec 07 Singha Nakhon, Songkhla1 0 0 

 Singha Nakhon, Songkhla2 0 0 
1Tumbon Pak Ro; 2Tumbon Sating Mo 

 
3.1.2.2. การตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ในปลากะพง

ขาว 
  การตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลากะพงขาวท่ีเลีย้งในจังหวัด
สงขลาและจงัหวดักระบี่ ไม่พบแบคทีเรียดงักลา่วทัง้ในไตและสมองของปลากะพงขาวท่ีเลีย้งในทัง้
สองจงัหวดั (Table 10) เช่นเดียวกบัการตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในน า้และดินจาก
แหลง่เลีย้งกะพงขาวท่ีไม่พบแบคทีเรียดงักลา่วดงัแสดงใน Table 11  
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Table 10. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in cultured Asian sea bass. 

Date Area 
No. positive  
(Total fish) 

Average total count (CFU/g) 
Kidney Brain 

Apr 07 Chana, Songkhla 0(5) 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla 0(5) 0 0 

May 07 Ao Luk, Krabi 0(4) 0 0 
 Muang, Krabi 0(2) 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0(4) 0 0 

Nov 07 Ao Luk, Krabi 0(4) 0 0 
 Muang, Krabi 0(3) 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0(3) 0 0 

Dec 07 Chana, Songkhla 0(5) 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla 0(5) 0 0 

 
Table 11. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in water and soil in Asian sea 
bass culture site.  

Date Area 
Average total count  

Water (CFU/ml) Soil (CFU/g) 
Apr 07 Chana, Songkhla 0 0 

 Singha Nakhon, Songkhla 0 0 
May 07 Ao Luk, Krabi 0 0 

 Muang, Krabi 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0 0 

Nov 07 Ao Luk, Krabi 0 0 
 Muang, Krabi 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0 0 

Dec 07 Chana, Songkhla 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla 0 0 
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3.1.2.3. การตรวจสอบปริมาณแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม ในปลากะรัง 
  การตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลากะรังท่ีเลีย้งในจงัหวดัสงขลา
และจังหวัดกระบี่ ไม่พบแบคทีเรียดังกล่าวทัง้ในไตและสมองของปลากะรังท่ีเลีย้งจากทัง้สอง
จงัหวดั (Table 12) เช่นเดียวกบัการตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวกรูปกลมในน า้และดินในบริเวณ
แหลง่เลีย้งปลากะรังท่ีไม่พบแบคทีเรียดงักลา่วเช่นกนั ดงัแสดงใน Table 13  

 

Table 12. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in cultured grouper. 

Date Area 
No. positive  
(Total fish) 

Average total count (CFU/g) 
Kidney Brain 

Apr 07 Chana, Songkhla 0(5) 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla 0(5) 0 0 

May 07 Ao Luk, Krabi 0(4) 0 0 
 Muang, Krabi 0(3) 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0(3) 0 0 

Nov 07 Ao Luk, Krabi 0(5) 0 0 
 Muang, Krabi 0(2) 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0(3) 0 0 

Dec 07 Singha Nakhon, Songkhla 0(5) 0 0 
 Chana, Songkhla 0(5) 0 0 
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Table 13. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in water and soil in grouper 
culture site.  

Date Area 
Average total count  

Water (CFU/ml)  Soil (CFU/g) 
Apr 07 Chana, Songkhla 0 0 

 Singha Nakhon, Songkhla 0 0 
May 07 Ao Luk, Krabi 0 0 

 Muang, Krabi 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0 0 

Nov 07 Ao Luk, Krabi 0 0 
 Muang, Krabi 0 0 
 Nue Klong, Krabi 0 0 

Dec 07 Chana, Songkhla 0 0 
 Singha Nakhon, Songkhla 0 0 

 
 
3.1.2.4. การตรวจสอบปริมาณแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม ในปลาเหยื่อ 

  ตวัอย่างปลาเหยื่อท่ีน ามาตรวจสอบเป็นปลาท่ีมีขนาดเล็กท่ีติดอวนขึน้มา แต่
ชาวประมงไม่สามารถวางขายได้ จึงนิยมน ามาท าเป็นปลาเหยื่อส าหรับเลีย้งปลา  ปลาส่วนใหญ่
ได้แก่ ปลาหลงัเขียว ปลากะปาย ปลาโคก ในการเก็บตวัอย่างปลาเหยื่อจึงรวมปลา 2 ตวัเป็น 1 
ตวัอย่าง จากการตรวจสอบพบเชือ้แบคทีเรียดงักล่าวในปลาเหยื่อจ านวน 2 ตวัอย่าง จากทัง้หมด 
10 ตวัอย่าง จากอ าเภอสิงหนคร จงัหวดัสงขลา และทัง้ 2 ตวัอย่างพบแบคทีเรียในส่วนของไต 
(Table 14)  
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Table 14. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in trash fish. 

Date Area 
No. positive 
(Total fish) 

Average total count 
(CFU/g) 

Kidney Brain 
Apr 07 Chana, Songkhla 0(10) 0 0 

 Singha Nakhon, Songkhla 0(10) 0 0 
May 07 Ao Luk, Krabi 0(8) 0 0 

 Muang, Krabi 0(12) 0 0 
Dec 07 Singha Nakhon, Songkhla1 2*(10) 122 0 

 Singha Nakhon, Songkhla2 0(10) 0 0 
Nov 07 Ao Luk, Krabi 0(10) 0 0 

 Muang, Krabi 0(10) 0 0 
1Tumbon Pak Ro; 2Tumbon Sating Mo; * pooled sample: 2 fishes/sample 

 
3.1.3. การศึกษาคุณภาพน า้ 

3.1.3.1. คุณภาพน า้จากแหล่งเลีย้งปลานิล 
การเก็บตวัอย่างน า้จากแหล่งเลีย้งปลานิลเพื่อศกึษาคณุภาพน า้ท่ีใช้เลีย้ง พบว่า

จงัหวดัพทัลงุช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคมท่ีเก็บตวัอยา่งอณุหภมูิของน า้อยูใ่นช่วง 32.50 – 
33.50 องศาเซลเซียส เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 32.97 ± 0.51 องศาเซลเซียส อณุหภมูิต ่าสดุท่ีวดัได้อยู่
ท่ีอ าเภอบางแก้ว 32.50 องศาเซลเซียส อณุหภมูิสงูสดุท่ีวดัได้อยู่ท่ีอ าเภอศรีบรรพต 33.50 องศา
เซลเซียส  ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธนัวาคมอณุหภมูิของน า้อยู่ในช่วง 30.00 – 31.00 องศา
เซลเซียส เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 30.50 ± 0.00 องศาเซลเซียส อณุหภมูิต ่าสดุท่ีวดัได้อยู่ท่ีอ าเภอศรี
บรรพต 30.00 องศาเซลเซียส อุณหภูมิสูงสุดท่ีวดัได้อยู่ท่ีอ าเภอบางแก้ว 31.00 องศาเซลเซียส 
และปริมาณออกซิเจนละลายในน า้ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคมอยู่ในช่วง 5.56 – 5.98 
มิลลกิรัมตอ่ลิตร เฉลี่ยอยูท่ี่ 5.77 ± 0.22 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ปริมาณต ่าสดุท่ีวดัได้อยู่ท่ีบริเวณกระชงั
ปลาท่ีอ าเภอบางแก้วปริมาณ 5.56 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณสูงสุดท่ีวัดได้ท่ีอ าเภอศรีบรรพต
ปริมาณ 5.98 มิลลกิรัมตอ่ลิตร ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธนัวาคมปริมาณออกซเิจนละลายน า้
อยู่ในช่วง 5.20 - 6.48 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เฉลี่ยอยู่ท่ี 5.76 ± 0.57 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ปริมาณต ่าสดุท่ี
วดัได้อยู่ท่ีบริเวณกระชงัปลาท่ีอ าเภอศรีบรรพตปริมาณ 5.20 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณสงูสดุท่ีวดั
ได้ท่ีอ าเภอบางแก้วปริมาณ 6.48 มิลลกิรัมตอ่ลิตร 



48 
 

 

จังหวัดสงขลาช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคมเดือนมีนาคมถึงเดือน
พฤษภาคมอุณหภูมิของน า้ท่ีวดัได้เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 30.50 ± 0.00 องศาเซลเซียส ช่วงเดือน
พฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคมอุณหภูมิของน า้เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 26.00 ± 0.00 องศาเซลเซียส 
และปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ในช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคมอยู่ในช่วง 5.00 – 
6.60 มิลลิกรัมต่อลิตร เฉลี่ยอยู่ท่ี 5.87 ± 0.77 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณต ่าสดุท่ีวดัได้อยู่ท่ีบริเวณ
กระชงัปลาท่ีอ าเภอสิงหนครปริมาณ 5.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณสงูสดุท่ีวดัได้ท่ีต าบลนาทบั 
อ าเภอเมืองปริมาณ 6.60 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคมปริมาณ
ออกซิเจนละลายน า้อยู่ในช่วง 5.50 – 6.80 มิลลิกรัมต่อลิตร เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 6.18 ± 0.56 
มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณต ่าสุดท่ีวัดได้อยู่ท่ีบริเวณกระชังปลาท่ีอ าเภอสิงหนครปริมาณ 5.50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณสงูสดุท่ีวดัได้ท่ีต าบลนาทบั อ าเภอเมืองปริมาณ 6.80 มิลลิกรัมต่อลิตร 
นอกจากนีย้งัมีคุณภาพน า้ค่าอ่ืน ๆ ได้แก่ ความเป็นด่างของน า้ (Alkalinity) ความเป็นกรด-ด่าง
ของน า้ (pH) รวมถึงความเคม็ของน า้ (Salinity) ดงัแสดงใน Table 15 

 
3.1.3.2. คุณภาพน า้จากแหล่งเลีย้งปลากะพงขาว และปลากะรัง 
คณุภาพน า้บริเวณกระชังท่ีเลีย้งปลากะพงขาวและปลากะรังในบริเวณจังหวดั

สงขลา พบว่า ช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม อณุหภมูิของน า้เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 30.50 ± 
0.00 องศาเซลเซียส ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคมอุณหภูมิของน า้เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 
27.50 ± 0.55 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต ่าสุดท่ีวัดได้ท่ีต าบลนาทับ อ าเภอจะนะ 27.00 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิสูงสุดท่ีวัดได้ท่ีอ าเภอสิงหนคร ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ช่วง เดือน
มีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม เฉลี่ยอยูท่ี่ 5.97 ± 0.88 มิลลกิรัมตอ่ลิตร โดยวดัได้คา่ต ่าสดุท่ีอ าเภอสิง
หนครปริมาณ 5.00 มิลลิกรัมต่อลิตร วดัได้ค่าสูงสุดท่ีต าบลนาทับ อ าเภอจะนะ ปริมาณ 6.80 
มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณออกซิเจนละลายในน า้ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคมเฉลี่ยอยู่ท่ี 
5.48 ± 0.26 มิลลิกรัมต่อลิตร วดัได้ค่าต ่าสดุปริมาณ 5.10 มิลลิกรัมต่อลิตร บริเวณกระชงัเลีย้ง
ปลากะพงขาวและปลากะรังท่ีอ าเภอสิงหนคร และค่าสูงสุดปริมาณ 5.80 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ี
บริเวณต าบลนาทบั อ าเภอจะนะ 

ส าหรับคุณภาพน า้บริเวณกระชังเลีย้งปลากะพงขาว และปลากะรังในจังหวัด
กระบี่พบว่า ช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม อุณหภูมิของน า้เฉลี่ยอยู่ท่ีประมาณ 30.67 ± 
0.26 องศาเซลเซียส วดัได้ค่าต ่าสดุท่ีต าบลคลองประสงค์ อ าเภอเมือง และต าบลตลิ่งชนั อ าเภอ
เหนือคลอง อณุหภมูิ 30.50 องศาเซลเซียส อณุหภมูิสงูสดุท่ีบริเวณบ้านแหลมสกั อ าเภออ่าวลึก 
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อณุหภมูิ 31.00 องศาเซลเซียส ช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนธันวาคมอณุหภมูิของน า้เฉลี่ยอยู่ท่ี
ประมาณ 28.17 ± 0.25 องศาเซลเซียส อณุหภมูิต ่าสดุท่ีวดัได้ท่ีบ้านแหลมสกั อ าเภออ่าวลกึ และ
ต าบลคลองประสงค์ อ าเภอเมือง อณุหภมูิ  28.00 องศาเซลเซียส อณุหภมูิสงูสดุท่ีวดัได้ท่ีต าบล
ตลิ่งชนั อ าเภอเหนือคลอง อุณหภมูิ 28.50 องศาเซลเซียส ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ช่วง
เดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม เฉลี่ยอยู่ท่ี 5.87 ± 0.56 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยวดัได้ค่าต ่าสดุท่ี
ต าบลตลิ่งชัน อ าเภอเหนือคลอง ปริมาณ 5.30 มิลลิกรัมต่อลิตร วัดได้ค่าสูงสุดท่ีต าบลคลอง
ประสงค์ อ าเภอเมือง ปริมาณ 7.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณออกซิเจนละลายในน า้ช่วง เดือน
พฤศจิกายนถึงเดือนธนัวาคมเฉลี่ยอยูท่ี่ 4.63 ± 0.61 มิลลกิรัมตอ่ลิตร วดัได้คา่ต ่าสดุปริมาณ 4.00 
มิลลิกรัมต่อลิตร บริเวณกระชงัเลีย้งปลาท่ีต าบลคลองประสงค์ อ าเภอเมือง และคา่สงูสดุปริมาณ 
6.10 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีบริเวณบ้านแหลมสกั อ าเภออ่าวลึก ส าหรับค่าความเป็นด่างทัง้หมด 
ความเป็นกรด-ด่าง และความเค็มของน า้ท่ีวดัค่าจากแหล่งเลีย้งปลากะพงขาว และปลากะรัง ดงั
แสดงใน Table 16 
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Table 15. Water quality during collection of tilapia samples in 2007. 

Area 
Alkalinity (mg/L) pH Salinity (ppt) 

Mar-May Nov-Dec Mar-May Nov-Dec Mar-May Nov-Dec 
Phatthalung       
    Bangkaew 14.97 ± 0.06 10.00 ± 2.00 6.79 ± 0.00 7.00 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
    Sri Banpot 45.33 ± 0.58 26.33 ± 0.58 8.25 ± 0.00 6.67 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
Songkhla       
   Pak Ro, Singha Nakhon 96.33 ± 0.58 30.67 ± 0.58 7.48 ± 0.00 7.06 ± 0.01 8.00 ± 0.00 4.00 ± 0.00 

   Sating Mo, Singha Nakhon 96.67 ± 0.58 85.33 ± 2.52 7.62 ± 0.00 7.22 ± 0.00 26.00 ± 0.00 22.00 ± 0.00 
Mean ± standard deviation of three replications 

 
 
 
 
 
 
 50 



51 
 

 

 
Table 16. Water quality during collection of Asian sea bass and grouper samples in 2007. 

Area 
Alkalinity (mg/L) pH Salinity (ppt) 

Mar-May Nov-Dec Mar-May Nov-Dec Mar-May Nov-Dec 
Songkhla       
    Chana 98.33 ± 0.58 87.33 ± 2.08 7.50 ± 0.00 7.06 ± 0.00 31.00 ± 0.00 27.00 ± 0.00 

    Singha Nakhon 96.67 ± 0.58 103.67 ± 1.53 7.62 ± 0.00 7.82 ± 0.00 26.00 ± 0.00 24.00 ± 0.00 
Krabi       
    Ao Luk 105.67 ± 0.58 109.67 ± 2.08 7.62 ± 0.00 7.96 ± 0.00 30.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 
    Muang 107.67 ± 1.53  107.67 ± 1.53 7.04 ± 0.00 7.23 ± 0.00 24.00 ± 0.00 24.00 ± 0.00 

    Nue Klong 106.00 ± 2.00  108.00 ± 2.00 7.44 ± 0.00 7.58 ± 0.00 30.00 ± 0.00 32.00 ± 0.00 
Mean ± standard deviation of three replications 
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3.2 เก็บตวัอย่างครัง้ที่ 2: ตรวจสอบแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลมด้วยเทคนิค m-PCR  
   
  การเก็บตวัอย่างในครัง้ท่ี 2 เก็บตวัอย่างปลานิล จาก 4 แหลง่เลีย้ง ได้แก่ อ าเภอ
ป่าพะยอม และอ าเภอบางแก้ว จังหวัดพัทลุง  อ า เภอสิชล และอ าเภอหัวไทร จังหวัด
นครศรีธรรมราช และน ามาตรวจสอบผลด้วยการเพาะเชือ้บนอาหารลีย้งเชือ้และใช้เทคนิค m-
PCR เพื่อตรวจสอบผล ซึง่ผลการตรวจสอบแสดงดงัตอ่ไปนี ้

 
3.2.1. สภาวะแวดล้อมในการเลีย้ง พฤตกิรรม และลักษณะภายนอกของปลา 

การเก็บตวัอย่างปลานิลครัง้นีพ้บปลานิลป่วยจ านวนมากในบ่อท่ีเลีย้งในอ าเภอ
หวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช ลกัษณะภายนอกของปลามีอาการตาโปนและขุ่น ตกเลือดในตา 
ลกัษณะอาการภายใน มีน า้ขงัในช่องท้องและเกิดการตาย การเลีย้งเป็นแบบเลีย้งในบอ่ดินจ านวน 
3 บ่อโดยท่ีบ่อดงักล่าวเคยผ่านการเลีย้งกุ้ งมาก่อน แล้วจึงปรับเปลี่ยนเป็นการเลีย้งปลานิล ใน
ความหนาแน่นปานกลาง การสอบถามข้อมลูเบือ้งต้นพบว่าปลาเร่ิมกินอาหารน้อยลงมาเกือบ 1 
เดือน หลงัจากนัน้มีการลอยขึน้มาผิวน า้ และเร่ิมทยอยตายไปทีละน้อยจนเกินคร่ึงหนึ่งของบอ่ อีก
สองบอ่พบการตายบ้างเลก็น้อย (Figure 6-8) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6. Tilapia earthen pond in Hua Sai, Nakhon Si Thammarat province. 
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Figure 7. Mass mortalities of tilapia cultured in earthen pond in Hua Sai, Nakhon Si 
Thammarat province during the outbreaks of streptococcosis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 8. Gross photograph of dead tilapia scooping up from the earthen pond. 
 

ตวัอย่างในอ าเภอสิชลไม่พบความผิดปกติของปลาทุกตวั ส าหรับจงัหวดัพทัลุง
ปลานิลท่ีเก็บจากอ าเภอป่าพะยอม มีอาการภายนอกตกเลือดบริเวณท้อง ล าตวัและปาก ลกัษณะ
อาการภายในมีถงุน า้ดีบวม ตบัซีด ม้ามมีสีเข้ม ในสว่นของอ าเภอบางแก้วพบว่าปลานิลท่ีศกึษามี
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อาการวา่ยน า้นิ่งท่ีผิวน า้ มีการตายเล็กน้อย กินอาหารน้อยและไม่พบลกัษณะผิดปกติภายนอกตวั
ปลา ส าหรับตวัอยา่งปลานิลในครัง้นีมี้ขนาดประมาณ 300-1,000 กรัมตอ่ตวั (Table 17) 
 

3.2.2. การตรวจสอบปริมาณแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม ในปลานิล 
การตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาท่ีเก็บครัง้ท่ี 2 จากจงัหวดัพทัลงุ 

และจงัหวดันครศรีธรรมราช พบแบคทีเรียกลุม่ดงักลา่วในไต และสมองของปลานิลจาก อ าเภอป่า
พะยอม อ าเภอบางแก้ว จังหวัดพัทลุง อ าเภอสิชลและอ าเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช 
(Table 18) ทดสอบเบือ้งต้นพบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีทดสอบคะตาเลสเป็นผลลบ 
เม่ือน าแบคทีเรียดงักลา่วไปจ าแนกชนิดโดยการทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมี รวมทัง้ใช้ชดุทดสอบ 
API 20 STREP สามารถจ าแนกได้เป็น S. agalactiae, S. equinus และ S. dysgalactiae (Table 
19) โดยพบแบคทีเรีย S. agalactiae แยกได้จากตวัอย่างปลานิลจากอ าเภอหวัไทร จงัหวดั
นครศรีธรรมราช และอ าเภอบางแก้ว จังหวัดพัทลุง เม่ือตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
แบคทีเรียแตล่ะแหลง่ พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีพบในปลานิลจากอ าเภอหวัไทร จงัหวดั
นครศรีธรรมราช ไม่มีการสร้างเอนไซม์ฮิบพูเรท ไฮโรเลส คะตาเลส ไพโรลิโดนิล เอริลอะมิเดส 
และเบต้า-กาแลกโตซิเดส ส าหรับการผลิตกรดจากน า้ตาล พบว่าสามารถผลิตกรดจากน า้ตาลไร
โบส ทรีฮาโลส ไม่ผลิตกรดจากน า้ตาล อะราบิโนส แมนนิทอล แลกโตส อินนูลิน และราฟฟิโนส 
ส่วนแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีพบในปลานิลจากอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุไม่มีการสร้าง
เอนไซม์ฮิบพูเรท ไฮโรเลส คะตาเลส และเบต้า-กาแลกโตซิเดส ส าหรับการผลิตกรดจากน า้ตาล 
พบว่าสามารถผลิตกรดจากน า้ตาลไรโบส ทรีฮาโลส ไม่ผลิตกรดจากน า้ตาล อะราบิโนส แมนนิ
ทอล แลกโตส อินนูลิน และราฟฟิโนส ส าหรับแบคทีเรีย S. equinus แยกได้จากปลานิลจาก
อ าเภอสิชล จงัหวดันครศรีธรรมราช และ S. dysgalactiae ท่ีแยกได้จากปลานิลจากอ าเภอป่า
พะยอม แสดงผลคณุสมบตัิทางชีวเคมีดงั Table 19 
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Table 17. Fish sampling sites and body weight of fish in 2010. 

Date Area Fish Weight (g) Culture system 
Apr 10  Paphayom, Phatthalung Red Tilapia 620.00±327.11 Earthen pond 
Apr 10 Sichon, Nakhon Si Thammarat Nile Tilapia 324.00±25.10 Earthen pond 
Apr 10 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat Nile Tilapia 430.00±83.67 Earthen pond 
May 10 Bangkeaw, Phatthalung Nile Tilapia 412.00±52.13 Cage in earthen pond 
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Table 18. Occurrence of Gram-positive cocci bacteria in cultured tilapia (Apr-May 2010). 

Area 
No. 

positive  
(Total fish) 

Average total count (CFU/g) 
Kidney Brain 

Paphayom, Phatthalung 3(5) 1,853 ± 402 2391 
Bangkeaw, Phatthalung 5(5) 14,050 ± 22,745  12,019 ± 17,039 

Hua Sai, Nakhon Si Thammarat 5(5) 27,587 ± 45,458 15,125 ± 10,765 
Sichon, Nakhon Si Thammarat 2(5) 3,922 ± 5,059 0 
 
 

Table 19. Biochemical characteristics of Gram-positive cocci bacteria isolated from fish. 

Test 
Sichon 
(n=3) 

Hua Sai 
(n=3) 

Bangkeaw 
(n=3) 

Paphayom 
(n=3) 

Gram staining reaction + + + + 
Cell morphology Cocci Cocci Cocci Cocci 
Catalase - - - - 
Haemolysis  β β  
VP test + + + - 
Hippurate - - - - 
Esculin + - - - 
Pyrrolidonyl arylamidase - - + + 
α-galactosidase - + + - 
β-glucuronidase - + + + 
β-galactosidase - - - - 
Alkaline phosphatase + + + + 
Leucine aminopeptidase + + + + 
Arginine - + + + 
D-ribose - + + + 
    (table cont.) 
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Table 19. (Continued)     

Test 
Sichon 
(n=3) 

Hua Sai 
(n=3) 

Bangkeaw 
(n=3) 

Paphayom 
(n=3) 

L-arabinose - - - - 
D-mannitol + - - - 
D-lactose - - - - 
D-trehalose - + + + 
Inulin - - - - 
D-raffinose - - - - 
Starch + - - + 
Glycogen + - - + 

Species  
(% identity by API 20 STREP) 

S. equinus 
(99.2) 

S. agalactiae 
(99.8) 

S. agalactiae 
(95.9) 

S. dysgalactiae 
(96.5) 

 
 

3.2.3 การปรับสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค m-PCR ส าหรับตรวจสอบแบคทเีรีย 
การทดลองปรับสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค m-PCR เพื่อตรวจสอบแบคทีเรีย

ทัง้ 3 ชนิด ได้ทดลองหาความเข้มข้นของสารเคมีท่ีใช้ท าปฏิกิริยา และขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาซึง่
สามารถปรับสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคนีไ้ด้โดยในส่วนของสารเคมีท่ีใช้และขัน้ตอนการ
เกิดปฏิกิริยาแสดงดงั Table 20, 21 และ Figure 9 

ในการทดลองหาปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นท่ีต ่าสดุของแบคทีเรียทัง้ 3 ชนิดท่ีเทคนิค
ท่ีได้นีส้ามารถตรวจสอบพบพร้อมกันได้ท่ี 39.0625 พิโคกรัม โดยเทคนิคนีส้ามารถตรวจสอบ
ปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นท่ีต ่าสดุของแต่ละแบคทีเรียได้ต่างกนัคือ แบคทีเรีย S. iniae สามารถ
ตรวจสอบพบเม่ือใช้ดีเอนเอเร่ิมต้นปริมาณต ่าสดุท่ี 39.0625 พิโคกรัม แบคทีเรีย L. garvieae 
สามารถตรวจสอบพบเม่ือใช้ดีเอ็นเอเร่ิมต้นปริมาณต ่าสดุท่ี 19.53125 พิโคกรัม และแบคทีเรีย S. 
agalactiae สามารถตรวจสอบพบเม่ือใช้ดีเอ็นเอเร่ิมต้นปริมาณต ่าสุดท่ี 9.765625 พิโคกรัม 
(Figure 10) 
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Table 20. Optimization of final concentration of m-PCR mixture for detection of S. 
agalactiae, S. iniae and L. garvieae using 3 sets of oligonucleotide primers, F1/IMOD, 
LOX-1/LOX-2 and pLG-1/pLG-2. 

Mixture Final concentration 
PCR buffer 1     x 

MgCl2 2.0 mM 
dNTPs 0.2 mM each 

Taq DNA polymerase 1.25    U 
Primer  F1/IMOD 0.2  µM each 

Primer  LOX1/LOX2 0.2  µM each 
Primer  pLG1/pLG2 0.4  µM each 

 
 

Table 21.  Condition of m-PCR reaction. 

Step Temperature (°C) Time (min) cycle 

predenaturation 94 4 1 

denaturation 94 1 35 

annealing 58 1 35 

extension 72 2 35 

Post extension 72 10 1 
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Figure 9. Agarose gel showing 1,100, 870 and 220 bp m-PCR amplification products 

generated with different annealing temperature using 3 sets of 
oligonucleotide primers pLG-1/pLG-2, LOX-1/LOX-2 and F1/IMOD, capable 
of detecting specific sequence of 16S rDNA of L. garvieae, lctO of S. iniae 
and 16S rRNA of S. agalactiae, respectively. Lane 1, 100 bp DNA ladder; 
Lane 2, negative control (DDW); Lane 3-10, m-PCR products generated with 
different annealing temperature of 59.0, 58.8, 58.4, 57.9, 57.2, 56.7, 56.2 and 
56.0 degree celsius, respectively. 
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Figure 10. Minimum DNA concentration for detection of L. garvieae, S. iniae and S. 

agalactiae by m-PCR using 3 sets of oligonucleotide primers pLG-1/pLG-2, 
LOX-1/LOX-2 and F1/IMOD, capable of detecting specific sequence of 16S 
rDNA of L. garvieae, lctO of S. iniae and 16S rRNA of S. agalactiae, 
respectively. Lane 1, 100 bp DNA ladder; Lane 2, negative control (DDW); 
Lane 3-10, m-PCR products generated with DNA concentration of 25, 12.5, 
6.25, 3.125, 1.563, 0.781, 0.391, 0.195, 0.098 and 0.049 ng, respectively. 

 

เม่ือปรับสภาวะของวิธีการส าเร็จ ได้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแบคทีเ รีย 3 
ชนิดท่ีน ามาเป็น positive control ด้วยการท า m-PCR แล้วสกดัดีเอ็นเอจาก m-PCR product 
เพื่อวิเคราะห์ล าดบัเบส เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียชนิดเดียวกันท่ีมีอยู่ในฐานข้อมลู Genbank 
พบวา่แบคทีเรีย L. garvieae มีล าดบัเบสดงัแสดงใน Figure 11  

1,000 bp 

500 bp 

200 bp 

1,100 bp 

870 bp 

220 bp 

    1      2      3       4       5      6      7      8      9      10    11    12 
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CATAACAATG AGAATCGC.. .......... .......... ....TGCTTC ACTACTTGAT GATCCCGCGT TGTATTAGCT 80 

AGTTGGTAGT GTAAAGGACT ACCAAGGCGA TGATACATAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG GCCACACTGG GACTGAGACA 160 

CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC GGCAATGGGG GCAACCCTGA CCGAGCAACG CCGCGTGAGT 240 

GAAGAAGGTT TTCGGATCGT AAAACTCTGT TGTTAGAGAA GAACGTTAAG TAGAGTGGAA AATTACTTAA GTGACGGTAT 320 

CTAACCAGAA AGGGACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTCCCAAG CGTTGTCCGG ATTTATTGGG 400 

CGTAAAGCGA GCGCAGGTGG TTTCTTAAGT CTGATGTAAA AGGCAGTGGC TCAACCATTG TGTGCATTGG AAACTGGGAG 480 

ACTTGAGTGC AGGAGAGGAG AGTGGAATTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGATATAT GGAGGAACAC CGGAGGCGAA 560 

AGCGGCTCTC TGGCCTGTAA CTGACACTGA GGCTCGAAAG CGTGGGGAGC AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG 640 

CCGTAAACGA TGAGTGCTAG CTGTAGGGAG CTATAAGTTC TCTGTAGCGC AGCTAACGCA TTAAGCACTC CGCCTGGGGA 720 

GTACGACCGC AAGGTTGAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGG CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA 800 

CGCGAAGAAC CTTACCAGGT CTTGACATAC TCGTGCTATC CTTAGAGATA AGGAGTTCCT TCGGGACACG GGATACAGGT 880 

GGTGCATGGT TGTCGTCAGC TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CACGAGCGCA CCCTTATACT AGTGCATCAT 960 

AGTGGGCACT CTAGTGAGAC TGC....... .......... .......... .......... .......... .......... 1040 

.......... .......... .......... .......... ....CAACCC GCGAGGGTGC        1100 

 
              Figure 11. Patial DNA sequences of L. garvieae from m-PCR product. The shaded letters indicate the primers used for 

sequencing. 
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เม่ือน าล าดับเบสท่ีได้มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสในฐานข้อมูล Genbank 
ปรากฏความคล้ายคลึงกบัล าดบัเบสบางส่วนของแบคทีเรีย L. garvieae ในฐานข้อมูล 99 
เปอร์เซ็นต์ ท่ีแยกได้จากปลากระบอกเทา (grey mullet) ในประเทศไต้หวนั (Chen et al., 2002) 
(Accession number AF352163-AF352166)  

สว่นแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีน ามาเป็น positive control ของการท า m-PCR 
เม่ือวิเคราะห์ล าดบัเบส ได้ผลดงั Figure 12 
 
 
           
GAGTTTGATC ATGGCTCAG. .......... .......... .......... ..........    60 

........AT ACATGCAAGT AGAACGCTGA GGTTTGGTGT TTACACTAGA CTGATGAGTT   120 

GCGAACGGGT GAGTAACGCG TAGGTAACCT GCCTCATAGC GGGGGATAAC TATTGGAAAC   180 

GATAGCTAAT ACCGCATAAG AGTAATTAAC ACATGTTGGT                         220 

 
Figure 12. Patial DNA sequences of S. agalactiae from m-PCR product. The shaded 

letters indicate the primers used for sequencing. 
 
 

 เม่ือน าล าดบัเบสดงักลา่วเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสในฐานข้อมลู Genbank 
พบวา่มีล าดบัเบสตรงกบับางสว่นของล าดบัเบสของแบคทีเรีย S. agalactiae ในฐานข้อมลูถงึ 
100 เปอร์เซน็ต์ ท่ีแยกได้จากปลา Japanese horse mackerel จากประเทศญ่ีปุ่ น (Accession 
number AB297817.1)  

ส าหรับแบคทีเรีย S. iniae ท่ีใช้เป็น positive control ส าหรับท า m-PCR เม่ือ
วิเคราะห์ล าดบัเบส ได้ผลดงั Figure 13 และเม่ือน าล าดบัเบสของแบคทีเรีย S. iniae เปรียบเทียบ
กบัล าดบัเบสในฐานข้อมลู Genbank ปรากฏความคล้ายคลงึกบัล าดบัเบสบางสว่นของแบคทีเรีย 
S. iniae ในฐานข้อมลู 98 เปอร์เซน็ต์ (Accession number EU 086698 ‟ EU 086704) 
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AAGGGGAAAT CGCAAGTGCC .......... .......... ....ATCTAT ACACCAGTTC    60 

TTTATTCAAC AACTGATTTA CCTGAAATTT CACAAACACT TGGTGATTCA CCACATTGGT   120 

TCCAATTCTA TTATAGTAAA GATGATGGTA TTAACAGACA CATCATGGAC CGTTTGAAAG   180 

CTGAAGGGGT AAAATCAATT CGTCCTAACA GTTGATGCGA CAGTTGGTGG AAACCGTGAA   240 

GTTGATAAGC GTAATGGCTT TGTTTTCCCT GTTGGAATGC CAATTCGTTC AAGAGTATCT   300 

CCCAAATGGG GCAGGAAAAA CAATGGACTA TGTTTATAAA GCTACTAAAC AAGCCCTATC   360 

ACCAAAAGAT GTTGAATACA TTGCACAATA TTCAGGCTTG CCTGTATATG TTAAAGGGCC   420 

ACAATGTGCA GAAGATGCCT TTCGTGCTTT AGAAGCTGGA GCTTCAGGAA TTTGGGTAAC   480 

GAATCATGGT GGCCGTCAAT TAGATGGTGG TCCAGCAGCC TTTGATTCTC TCCAAGAAGT   540 

TGCTGAAGCT GTTGATCGCC GTGTACCAAT TGTCTTTGAT TCTGGTGTGA GACGCGGACA   600 

ACATGTCTTT AAAGCCTTAG CATCTGGTGC AGATCTTGTA GCACTTGGGC CGTCCCTGTT   660 

ATTTACGGCT TAGCAATGGG TGGTAGCGTA GGAACACGTC AAGTCTTTGA AAAAATTAAT   720 

GATGAACTTA AAATGGTTAT GCAATTAGCT GGTACACAAA CCATCGACGA TGTTAAACAT   780 

TTTAAATTGC GTCATAACCC ATATGATTCT TCCATTCCAT TTAGCCAAAA TGCTTTAAAA   840 

TTAGAAATCT TAGACGGCCC AATCAGATAT                                    870 
                

 
Figure 13. Patial DNA sequences of S. iniae from m-PCR product. The shaded letters 

indicate the primers used for sequencing. 
 

 

3.2.4. การตรวจสอบตัวอย่างด้วยเทคนิค m-PCR  
การตรวจสอบตวัอยา่งไต และสมองของปลานิลด้วยวิธี m-PCR จาก 4 แหลง่ พบ

เชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ในไต และสมองของปลานิลทัง้ 5 ตวัอย่างจากอ าเภอบางแก้ว 
จังหวัดพัทลุง และในตัวอย่างไตและสมองของปลานิล 4 ตัวอย่างจากอ าเภอหัวไทร จังหวัด
นครศรีธรรมราช ส่วนปลานิลจากอ าเภอป่าพะยอม จังหวัดพัทลุง และอ าเภอสิชล จั งหวัด
นครศรีธรรมราชถึงแม้พบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมบนอาหารเลีย้งเชือ้ แตต่รวจไม่พบแบคทีเรีย
ทัง้สามชนิดนีด้้วยวิธี m-PCR (Figure 14, 15 และ Table 22) 
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Figure 14.   Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae from kidney and      

brain tissues of tilapia cultured in Bangkeaw, Phatthalung province. Lane 1, 
100 bp DNA ladder; Lane 2, negative control (DDW); Lane 3, positive 
control L. garvieae FK 040708 S. iniae (provided by Dr. T. Itami) and S. 
agalactiae DMST 17129; Lane 4-8, kidney tissues; Lanes 9-13, brain 
tissues. 
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Figure 15.   Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae from tilapia cultured 
in Hua Sai, Nakhon Si Thammarat province. Lane 1, 100 bp DNA ladder; 
Lane 2, negative control (DDW); Lane 3, positive control L. garvieae FK 
040708 S. iniae (provided by Dr. T. Itami) and S. agalactiae DMST 17129; 
Lane 4-8, kidney tissues; Lane 9-13, brain tissues. 
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Table 22. Detection of S. agalactiae, S. iniae and L. garvieae in tilapia tissues by m-PCR technique. 

Area 
Kidney (Total fish) Brain (Total fish) 

S. agalactiae S. iniae L. garvieae S. agalactiae S. iniae L. garvieae 
Paphayom, Phatthalung 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 
Bangkeaw, Phatthalung 3(5) 0(5) 0(5) 5(5) 0(5) 0(5) 

Hua Sai, Nakhon Si Thammarat 1(5) 0(5) 0(5) 4(5) 0(5) 0(5) 
Sichon, Nakhon Si Thammarat 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 0(5) 
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เม่ือน าตวัอย่างท่ีทราบผลจาก m-PCR มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและสกดัดีเอ็นเอ
จาก m-PCR  วิเคราะห์ล าดบัเบสและเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียชนิดเดียวกนัท่ีมีอยู่ในฐานข้อมลู 
Genbank ผลปรากฏว่าแบคทีเรีย S. agalactiae มีล าดบัเบสดงั Figure 16 

 
 

GAGTTTGATC ATGGCTCAG. .......... .......... .......... ..........    60 

........AT ACATGCAAGT AGAACGCTGA GGTTTGGTGT TTACACTAGA CTGATGAGTT   120 

GCGAACGGGT GAGTAACGCG TAGGTAACCT GCCTCATAGC GGGGGATAAC TATTGGAAAC   180 

GATAGCTAAT ACCGCATAAG AGTAATTAAC ACATGTTGGT                         220 

 

Figure 16. Patial DNA sequences of S. agalactiae from tilapia. The shaded letters 
indicate the primers used for sequencing. 

 

เม่ือน าล าดบัเบสท่ีได้เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสในฐานข้อมลู Genbank พบว่า
ล าดบัเบสท่ีได้มีความตรงกนั 100 เปอร์เซ็นต์กบัล าดบัเบสบางสว่นของแบคทีเรีย S. agalactiae 
ในฐานข้อมลูท่ีพบจากปลา Japanese horse mackerel ในประเทศญ่ีปุ่ น (Accession number 
AB297817.1)  

การตรวจสอบเพิ่มเติมโดยน าแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ท่ีให้ผลการทดสอบ
เอนไซม์คะตาเลสเป็นลบจากการเพาะและแยกเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมด 35 ตวัอยา่ง มาสกดั
ดีเอ็นเอและตรวจสอบด้วยเทคนิค m-PCR พบวา่แบคทีเรียท่ีน ามาตรวจสอบมีบางตวัอยา่งที่ให้ผล
เป็นบวกต่อแบคทีเรีย S. agalactiae ซึง่ตวัอย่างดงักลา่วมาจากดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีแยกได้
จากปลานิลในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอหวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช แสดงผล
ดงั Figure 17 และ Table 23  
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Figure 17. Agarose gel showing m-PCR products of S. agalactiae generated by using 

bacterial DNA isolated from fish. A: Bacterial DNA isolated from tilapia 
cultured in Hua Sai, Nakhon Si Thammarat province. B: Bacterial DNA 
isolated from tilapia cultured in Bangkaew, Phatthalung province. 
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Table 23. The m-PCR results of bacterial DNA isolated from tilapia samples. 

Strain  Sampling site 
Positive result 

S. agalactiae S. iniae L. garvieae 
TK1-1 Paphayom, Phatthalung - - - 
TK1-2 Paphayom, Phatthalung - - - 
TK2-1 Paphayom, Phatthalung - - - 
TK2-2 Paphayom, Phatthalung - - - 
TK2-3 Paphayom, Phatthalung - - - 
TB5-1 Paphayom, Phatthalung - - - 
TB5-2 Paphayom, Phatthalung - - - 
TB5-3 Paphayom, Phatthalung - - - 
TK16.1 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TK16.2 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TK16.3 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TB16.3 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TB17.1 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TB18.1 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TB18.2 Sichon, Nakhon Si Thammarat - - - 
TE21 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat  + - - 
TK21 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TB21 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TL21 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TK22 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TB22 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TL22 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TK23 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TB23 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 
TL23 Hua Sai, Nakhon Si Thammarat + - - 

(table cont.) 
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Table 23. (Continued) 

Strain Sampling site 
Positive result 

S. agalactiae S. iniae L. garvieae 

TB26 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TK27 Bangkeaw, Phatthalung - - - 
TK28.2 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TB28.1 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TB28.2 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TK29 Bangkeaw, Phatthalung - - - 
TK30.1 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TK30.2 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TB30.1 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
TB30.2 Bangkeaw, Phatthalung + - - 
 
  เม่ือท าการเปรียบเทียบระหว่างตวัอย่างแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 12 ตวัอย่าง
ท่ีแยกได้จากปลาและตรวจสอบผลทัง้สองวิธีการพบว่าแบคทีเรียท่ีแยกได้จากอ าเภอบางแก้ว 
จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอหวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช ให้ผลการตรวจสอบตรงกนัโดยจ าแนก
ชนิดได้เป็น S. agalactiae แสดงดงั Table 24 
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Table 24. Identification of Gram-positive coccal isolates by conventional method and m-PCR technique.  
 

Species 
Conventional method  m-PCR (12 samples) 

Paphayom Bangkeaw Hua Sai Sichon  Paphayom Bangkeaw Hua Sai Sichon 
S. agalactiae  3 3    3 3  
S. iniae          
L. garvieae          
S. equinus    3      
S. dysgalactiae 3         
n of isolates  3 3 3 3  3 3 3 3 
n of species identified 1 1 1 1  0 1 1 0 

71 
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บทที่ 4 
 

วจิารณ์ผลการศึกษา 
 

การเกิดโรคติดเชือ้แบคทีเรียในสตัว์น า้ท่ีเพาะเลีย้งเป็นปัญหาส าคญัตอ่เกษตรกร
เป็นอย่างมาก ปัจจุบนัพบว่ามีแบคทีเรียประมาณ 60-70 ชนิดท่ีก่อโรคในสตัว์น า้ได้ (Plumb, 
1999)  สเตรปโตคอคโคซีสคืออีกโรคหนึ่งท่ีเป็นอปุสรรคส าคญัในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้เน่ืองจาก
ท าให้ปลาตายได้มากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเลีย้งในระบบปิด (Perera et al., 1994) การเกิดโรค
ชนิดนีใ้นสตัว์น า้เป็นท่ีรู้จกักนัอย่างแพร่หลายในสหรัฐอเมริกา ยโุรป ออสเตรเลียและญ่ีปุ่ น แต่ยงั
ไม่มีข้อมลูชดัเจนมากนกัในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ (Komar et al., 2003) การศกึษาครัง้นีมุ้่งเน้น
ส ารวจการแพร่กระจายของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลานิล ปลากะพงขาว ปลากะรัง ปลา
เหยื่อ ดินและน า้ในพืน้ท่ีเลีย้งปลาของจังหวัดกระบี่ จังหวัดพัทลุง จังหวัดสงขลา และจังหวัด
นครศรีธรรมราช โดยวิธีการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ควบคูก่บัวิธี m-PCR 

การส ารวจแบคทีเรียใน พ.ศ. 2550 สามารถแยกแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมจาก
ไตและสมองของปลานิลท่ีเลีย้งในอ าเภอบางแก้วและอ าเภอศรีบรรพต จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอ
สงิหนคร จงัหวดัสงขลา ชีใ้ห้เห็นว่าแบคทีเรียกลุม่ดงักลา่วมีการกระจายอยู่ทัว่ไปในปลานิลท่ีเลีย้ง
ในจงัหวดัพทัลงุและจงัหวดัสงขลา แตไ่ม่ก่อให้เกิดความผิดปกติหรืออาการของโรคสเตรปโตคอค
โคซีสในปลานิลท่ีน ามาแยกเชือ้แต่อย่างใด ส าหรับปลากะพงขาวและปลากะรังไม่พบการติดเชือ้
แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาท่ีเลีย้ง ซึ่งปัจจัยหลักอย่างหนึ่งท่ีท าให้ไม่พบการติดเชือ้
แบคทีเรียในปลาสองชนิดนีเ้น่ืองจากกระชงัเลีย้งปลาสองชนิดนีล้อยอยู่ในทะเลและก้นกระชงัสงู
กว่าพืน้น า้มาก จึงท าให้การไหลผ่านของน า้เป็นไปอย่างสะดวก ส าหรับพืน้ท่ีวางกระชงัโดยปกติ
ควรเลือกท่ีมีลมพดัสง่ผลให้เกิดการพดัไหลของน า้ ส าหรับระดบัน า้ควรลกึอยา่งน้อย 6 ฟตุ และก้น
กระชงัควรสงูกวา่พืน้น า้อยา่งน้อย 2 ฟตุ (โชคชยั, 2547) ด้วยเหตนีุเ้ศษอาหารท่ีเหลือตกค้างจึงไม่
เกิดการหมกัหมมท่ีก้นกระชงัมากเกินไป จึงไม่ส่งผลให้น า้เน่าเสีย นอกจากนีท้ะเลเป็นพืน้ท่ีเปิด
ดังนัน้ปัจจัยทางด้านคุณภาพน า้จึงมีการเปลี่ยนแปลงอย่างช้า ๆ ปลาจึงสามารถปรับตัวต่อ
สภาพแวดล้อมท่ีเปลี่ยนแปลงนีไ้ด้โดยไม่ส่งผลให้เกิดความเครียดในตวัปลา กิจการ และคณะ 
(2539) กลา่ววา่ คณุภาพน า้เป็นปัจจยัส าคญัในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ เพราะเป็นตวักลางท่ีสตัว์น า้
อาศยัอยู่ การเปลี่ยนแปลงของคณุภาพน า้ย่อมมีผลกระทบต่อสตัว์น า้โดยตรง ดงันัน้หากปัจจัย
ด้านคณุภาพน า้มีการเปลี่ยนแปลงอยา่งรวดเร็วและตา่งจากเดมิมาก หรือเกิดการเสื่อมลง สขุภาพ
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ของสัตว์น า้ก็จะอ่อนแอลงด้วย เชือ้โรคท่ีมีอยู่ในตัวหรือในน า้ก็สามารถเข้าสู่ตวัสตัว์น า้ และมี
ปริมาณเพิ่มมากขึน้ ก่อให้เกิดโรคได้ในท่ีสดุ Bromage และ Owens (2009) พบว่าอณุหภมูิของ
น า้ท่ีเปลี่ยนแปลงไปจากปกติมากเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีท าให้ปลากะพงขาวเกิดการตายสูงขึน้ หลงั
ได้รับเชือ้แบคทีเรีย Ghittino และ Prearo (1992) พบว่าน า้ท่ีมีอณุหภมูิ 21-22 องศาเซลเซียส 
สง่ผลให้ปลาเรนโบว์เทร้าท์ท่ีเลีย้งในประเทศอิตาลีเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสได้ สอดคล้องกบัการ
รายงานของ Palacios และคณะ (1993) ท่ีพบการระบาดของโรคในปลาเรนโบว์เทร้าท์ในประเทศ
สเปนท่ีอณุหภมูิน า้สงูกว่า 17 องศาเซลเซียส แต ่Hudson และ Peters (2005) รายงานว่าโรคนี ้
สามารถเกิดได้ท่ีอณุหภมูิตัง้แต่ 20 องศาเซลเซียสขึน้ไป นอกจากปัจจยัทางด้านอณุหภมูิแล้ว ค่า
ความเป็นกรด-ด่างท่ีเปลี่ยนแปลงมากเกินไปก็จะส่งผลต่อการรับเชือ้ของปลาเช่นกนัโดย Perera 
และคณะ (1997) พบว่าท่ีความเป็นกรด-ด่าง 9 นัน้ส่งผลให้ปลานิลลูกผสม (Oreochromis 
niloticus x O. aureus) ท่ีได้รับเชือ้ S. iniae มีการตายสงูสดุ ส าหรับแหลง่น า้ท่ีมีการเปลี่ยนแปลง
ของคุณภาพน า้ท่ีเสื่อมลงมักส่งผลต่อสุขภาพปลาโดยจะท าให้ปลาท่ีเลีย้งในแหล่งน า้นัน้เกิด
ความเครียด และสง่ผลให้ปลาเกิดโรคได้ง่ายขึน้  

ส าหรับการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลากะพงขาว แม้การศกึษาในครัง้นีจ้ะ
ไม่พบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีก่อโรคก็ตาม  แต่ในช่วงปี พ.ศ. 2546 มีรายงานการติด
แบคทีเรีย S. iniae ในปลากะพงขาวท่ีเลีย้งในสรุาษฎร์ธานี โดยปลามีอาการเสียการทรงตวั ตา
โปน ผิวคล า้ ซูบผอมและตกเลือด เม่ือตรวจสอบคณุภาพน า้ท่ีใช้เลีย้งพบว่าน า้ท่ีใช้เลีย้งมีความ
เค็ม 27 ส่วนในพนัส่วน ความเป็นกรด-ด่าง 7.72 และค่าความเป็นด่างของน า้ประมาณ 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Suanyuk et al., 2010) เห็นได้ว่าการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลากะพง
ขาวยงัเกิดขึน้อยา่งตอ่เน่ือง จงึจ าเป็นต้องเฝ้าระวงัการระบาดของโรคตอ่ไป 

 การเก็บตวัอย่างและศกึษาในปีพ.ศ. 2553 สามารถแยกแบคทีเรียแกรมบวก รูป
กลมจากปลานิลได้ในทุกแหล่งเลีย้งปลา และเม่ือทดสอบคะตาเลสให้ผลทัง้บวกและลบ เม่ือน า
แบคทีเรียท่ีให้ผลคะตาเลสลบมาทดสอบด้วยชดุทดสอบ API 20 STREP ปรากฏดงัผลทดสอบว่า
แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีพบในปลานิลสามารถพบได้ทัง้ชนิดท่ีมีรายงานว่าเป็นแบคทีเรียท่ี
ก่อให้เกิดโรคและไม่ก่อให้เกิดโรค เม่ือเปรียบเทียบอาการตา่ง ๆ ของปลาพบว่าปลาจากอ าเภอหวั
ไทรและอ าเภอบางแก้วมีอาการของโรคสเตรปโตคอคโคซีสชดัเจน และรุนแรงกว่าปลาจากอ าเภอ
ป่าพะยอมท่ีมีอาการป่วยเช่นกนั และพบวา่แบคทีเรียท่ีแยกได้จากปลาในอ าเภอหวัไทรและอ าเภอ
บางแก้วนัน้จ าแนกชนิดได้เป็น S. agalactiae ท่ีมีการย่อยสลายเม็ดเลือดเป็นกลุ่ม Beta ‟ 
haemolytic ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีการย่อยสลายเม็ดเลือดได้อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้ค่า
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องค์ประกอบเลือดของปลาลดลงเพราะเม็ดเลือดถูกท าลาย ส่งผลให้สขุภาพของปลาอ่อนแอลง
มาก (นเรศ และคณะ, 2548) การตรวจสอบตวัอย่างด้วยเทคนิค m-PCR พบว่าผลการตรวจสอบ
จากเทคนิคดงักล่าวสอดคล้องกบัการตรวจสอบแบคทีเรียโดยวิธีการเพาะเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
การจ าแนกชนิด พบแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลานิลท่ีเลีย้งในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ 
และอ าเภอหวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช แต่เม่ือเปรียบเทียบกนัทัง้สองวิธีพบว่าวิธีการเพาะเชื อ้
แบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ต้องใช้เวลาในการตรวจสอบผลนาน แตกต่างจากการใช้เทคนิค m-
PCR ท่ีมีความไวในการตรวจสอบและความจ าเพาะตอ่ชนิดของแบคทีเรียสงูกว่า และใช้เวลาใน
การตรวจสอบน้อยกว่าวิธีการเพาะเชือ้แบคทีเรีย แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี มี้ค่าใช้จ่ายในการ
ด าเนินการสงูกว่า ซึง่สอดคล้องกบั Virolainen และคณะ (1994) ซึง่เปรียบเทียบการใช้เทคนิค 
PCR กบัการเพาะเชือ้แบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ในการตรวจสอบเชือ้ S. pneumoniae ใน
ของเหลวในหชูัน้กลางของเดก็ท่ีเกิดอาการอกัเสบบริเวณหชูัน้กลางว่าเทคนิค PCR เป็นเทคนิคท่ีมี
ความไวและจ าเพาะต่อการตรวจเชือ้ pneumococci และรวดเร็วแต่วิธีการนีมี้ค่าใช้จ่ายสงูกว่า
วิธีการเพาะเชือ้ 

การตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในน า้ในบริเวณแหล่งเลีย้งปลาพบ
แบคทีเรียดงักล่าวในน า้ท่ีเลีย้งปลานิลในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ ท าให้ทราบว่าในสภาวะ
ปกติของแหล่งน า้จะมีแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวเจริญเติบโตได้ และเม่ือสภาพน า้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงจนสง่ผลให้สขุภาพของปลาอ่อนแอ แบคทีเรียก็สามารถฉวยโอกาสเข้าสู่ตวัปลาและ
เจริญเติบโตตอ่จนท าให้เกิดโรคในปลาได้ 

การตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาเหยื่อจากจงัหวดัสงขลาและ
จงัหวดักระบี่ พบแบคทีเรียดงักลา่วในปลาเหยื่อจากอ าเภอสิงหนคร จงัหวดัสงขลา แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียกลุม่ดงักลา่วปนเปือ้นอยู่ในปลาเหยื่อท่ีน ามาเลีย้งปลา  ดงันัน้หากน าปลาเหยื่อดงักลา่ว
มาเลีย้งปลาจะเป็นอีกเส้นทางหนึ่งท่ีท าให้เกิดการติดเชือ้แบคทีเรียในปลาท่ีเลีย้ง และอาจ
ก่อให้เกิดโรคได้เม่ือปลาอ่อนแอเน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus จดัเป็นเชือ้ฉวยโอกาส 
(Ruoff, 2002) และแบคทีเรียบางชนิด เช่น S. agalactiae ท่ีมีการติดเชือ้ในปลาสามารถทนสภาพ
เย็นท่ีอณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียสได้นานถึง 9 เดือน (Evans et al., 2004) และหากเกษตรกรน า
ปลาดงักลา่วมาใช้เลีย้งปลาก็มีโอกาสเสี่ยงตอ่การติดเชือ้แบคทีเรียได้เช่นกนั 

การเก็บตวัอย่างน า้เพื่อศึกษาคณุภาพน า้ท่ีใช้เลีย้งปลาจากแหล่งท่ีเก็บตวัอย่าง
ปลาแหลง่ตา่งๆ ระหว่างการเก็บตวัอย่าง พบว่าอณุหภมูิของน า้ในช่วงหน้าร้อนอยู่ในช่วง 30.50 – 
33.50 องศาเซลเซียส และช่วงหน้าฝนอยูใ่นช่วง 26.00 – 31.00 องศาเซลเซียส ถือว่าอณุหภมูิของ
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น า้ท่ีเลีย้งปลายงัอยู่ในระดบัปกติของการเลีย้งปลาในเขตร้อนท่ีต้องการอณุหภมูิระหว่าง 25 – 32 
องศาเซลเซียส (ประเทือง, 2534)  

ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน า้ในช่วงเวลาท่ีท าการวดั พบว่าปริมาณออกซิเจน
ท่ีละลายในน า้อยู่ในช่วง 4.0 – 6.8 มิลลิกรัมต่อลิตร สอดคล้องกับท่ีคณิต และคณะ (2537 อ้าง
ตาม Boyd, 1979) ได้ระบไุว้ว่า ปริมาณออกซิเจนตัง้แต ่5.0 มิลลิกรัมต่อลิตรขึน้ไป จะเหมาะแก่
การเจริญเติบโตของสตัว์น า้ ระหว่าง 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงมาถึง 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร สตัว์น า้
จะพอทนอาศยัอยูไ่ด้ แตก่ารเจริญเติบโตอาจไมด่ีเท่าท่ีควร 

ความเป็นด่างของน า้ท่ีใช้เลีย้งปลา แหล่งเลีย้งปลานิลในจงัหวดัพทัลงุค่าความ
เป็นดา่งที่วดัได้อยูท่ี่ประมาณ 10 – 46 มิลลกิรัมตอ่ลิตร ถือว่ายงัอยู่ในเกณฑ์แตค่อ่นไปทางต ่าเม่ือ
เทียบกับค่าความเป็นด่างท่ีเหมาะสมกับการเลีย้งปลาอยู่ระหว่าง 20 – 300 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(สมหมาย, 2539) สว่นแหลง่เลีย้งปลาจดุอื่นคา่ความเป็นดา่งอยู่ท่ีระหว่าง 30 – 112 มิลลิกรัมตอ่
ลติร ซึง่สอดคล้องกบัคา่ท่ีเหมาะสมตอ่การเลีย้งปลาที่ได้ระบไุว้ข้างต้น 

คา่ความเป็นกรด-ด่างของแหลง่เลีย้งปลาทัง้หมด ณ ช่วงเวลาท่ีออกเก็บตวัอย่าง 
ค่าอยู่ท่ีประมาณ 6.66 – 8.25 สอดคล้องกบัท่ีประเทือง (2534)ได้ระบไุว้ว่า ระดบัความเป็นกรด-
ดา่งของน า้ท่ีเหมาะสมในการเลีย้งปลาอยูท่ี่ 6.5 – 9.0 ซึง่ถือได้วา่ในแหลง่เลีย้งปลานัน้ ๆ คณุภาพ
น า้ในด้านความเป็นกรด-ดา่งมีคา่ท่ีเหมาะสมดี  

ความเค็มของน า้จากแหลง่เลีย้งปลาเป็นอีกปัจจยัท่ีได้มีการตรวจวดั พบว่าระดบั
ความเคม็ของแหลง่น า้ท่ีใช้เลีย้งปลากะพงขาว และปลากะรัง อยู่ในระดบัปกติทัง้นีเ้น่ืองจากแหลง่
ท่ีท าการเลีย้งปลาทัง้สองชนิด ได้ผกูกระชงัไว้ในบริเวณทะเล จึงท าให้ระดบัความเค็มของน า้ ไม่มี
การเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว จนส่งผลต่อการเลีย้งปลา ในส่วนของปลานิลพบว่ามีแหล่งเลีย้ง
ปลานิลท่ีเก็บตวัอยา่งในจงัหวดัสงขลา มีระดบัความเค็มมากกว่า 0 สว่นในพนัสว่น ทัง้นีเ้น่ืองจาก
จุดท่ีเก็บมีทางเช่ือมผ่านถึงทะเล แต่ระดบัความเค็มดงักล่าว ไม่มีผลต่อสุขภาพของปลาท่ีเลีย้ง 
เน่ืองจากปลานิลเป็นปลาท่ีสามารถปรับตวัให้อยู่ในน า้ท่ีมีความเค็มกว้าง  (Prunet and 
Bornancin, 1989)  

จากการศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นวา่แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมซึง่มีด้วยกนัหลาย
ชนิด เป็นแบคทีเรียอีกกลุม่หนึง่ท่ีสามารถพบได้ในสตัว์น า้ รวมถึงดิน น า้และอาหารท่ีใช้เลีย้ง แตมี่
เพียง S. agalactiae ท่ีพบว่าสามารถท าให้เกิดการตายของปลาได้ และเม่ือปัจจยัตา่ง ๆ สง่ผลให้
ปลาเกิดความออ่นแอแล้วแบคทีเรียก็จะฉวยโอกาสเข้าไปก่อโรคในปลา ดงันัน้เกษตรกรจึงควรเฝ้า
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ระวงัปัจจัยต่าง ๆ จากการเลีย้งไม่ว่าจะเป็นคุณภาพน า้ อาหารท่ีใช้เลีย้ง และปัจจัยอ่ืน ๆ ท่ีจะ
สง่ผลให้ปลาเกิดอาการเครียดและท าให้ปลาออ่นแอลงจนเกิดโรค  

โรคสเตรปโตคอคโคซีสเป็นโรคท่ีพบได้อย่างต่อเน่ือง และท าความเสียหายให้กบั
ผู้ เลีย้งสัตว์น า้เป็นอย่างมาก และแบคทีเรียส่วนใหญ่ท่ีพบการรายงานการเกิดโรค ได้แก่ S. 
agalactiae และ S. iniae อีกทัง้แบคทีเรียกลุม่นีส้ามารถพบการเกิดโรคในสตัว์ชนิดอ่ืน ๆ ด้วย เช่น 
ววั กบ หรือแม้กระทัง่คน (Evans et al., 2009; Ip et al., 2006; Persson et al., 2004) รวมถึง
แบคทีเรีย L. garvieae ท่ีมีรายงานในปลา และกุ้ งก้ามกราม (Chen et al., 2001; Eldar et al., 
1999) ซึง่เป็นสตัว์น า้ท่ีมีคณุค่าทางเศรษฐกิจในประเทศไทย และแบคทีเรียชนิดนีย้งัพบรายงาน
การติดตอ่สูค่นด้วย (Wang et al., 2007) จึงเป็นเหตผุลหนึ่งท่ีเลือกแบคทีเรียเหลา่นีม้าศกึษาด้วย
เทคนิค m-PCR เพื่อใช้เป็นวิธีการในการตรวจสอบการเกิดโรคกลุม่นีท้ัง้ในสตัว์น า้ สตัว์บก รวมไป
ถึงคนด้วย 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการศึกษา 
  

การตรวจหาแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลาเศรษฐกิจท่ีเลีย้งในจงัหวดัพทัลงุ 
จงัหวดัสงขลาและจงัหวดักระบี่ ในปีพ.ศ. 2550 ด้วยการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ พบการ
ติดเชือ้แบคทีเรียดงักล่าวในปลานิลท่ีเลีย้งในอ าเภอบางแก้วและอ าเภอศรีบรรพต จงัหวดัพทัลงุ
และอ าเภอสิงหนคร จังหวดัสงขลา แต่ไม่พบแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมในปลากะพงขาวและ
ปลากะรัง นอกจากนีย้งัพบการแพร่กระจายของแบคทีเรียกลุม่นีใ้นน า้ท่ีเลีย้งปลานิลในอ าเภอบาง
แก้ว จังหวัดพัทลุง และในปลาเหยื่อจากอ าเภอสิงหนคร จังหวัดสงขลา ผลการส ารวจครัง้นี ้
ชีใ้ห้เห็นวา่แบคทีเรียกลุม่นีส้ามารถด ารงชีวิตอยูไ่ด้ทัง้ในตวัปลา น า้เลีย้งปลา รวมทัง้ปลาเหยื่อท่ีใช้
ในการเลีย้งปลา   

การพฒันาเทคนิค m-PCR ในครัง้นีส้ามารถตรวจสอบแบคทีเรียแกรมบวก รูป
กลม 3 ชนิดท่ีเป็นสาเหตขุองโรคสเตรปโตคอคโคซีสได้แก่ S. agalactiae, S. iniae และ L. 
garvieae เทคนิคดงักล่าวสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอของแบคทีเรียแต่ละชนิดได้ต ่าสุดท่ี 9.76, 
39.06 และ 19.53 พิโคกรัมตามล าดบั 

ตัวอย่างปลานิลปกติและปลานิลป่วยจากอ าเภอป่าพะยอม อ าเภอบางแก้ว 
จังหวัดพัทลุง และอ าเภอสิชล อ าเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช ช่วงเดือนเมษายนและ
พฤษภาคม พ.ศ. 2553 ท่ีน ามาตรวจสอบโรคสเตรปโตคอคโคซีสด้วยเทคนิค m-PCR ควบคู่กับ
การตรวจสอบด้วยการเพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเทคนิค m-PCR สามารถตรวจพบ
แบคทีเรีย S. agalactiae ในตวัอย่างปลาจากอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอหวัไทร 
จงัหวดันครศรีธรรมราชและไม่พบแบคทีเรียทัง้สามชนิดในตวัอย่างปลานิลจากอ าเภอป่าพะยอม 
จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอสิชล จงัหวดันครศรีธรรมราช ผลการตรวจสอบครัง้นีส้อดคล้องกับการ
เพาะแบคทีเรียบนอาหารเลีย้งเชือ้ และจ าแนกชนิดด้วยการทดสอบคุณสมบตัิทางชีวเคมีของ
แบคทีเรียด้วยวิธีการพืน้ฐานและการใช้ชดุทดสอบ API 20 STREP ท่ีพบแบคทีเรีย S. agalactiae 
จากตวัอยา่งปลานิลในอ าเภอบางแก้ว จงัหวดัพทัลงุ และอ าเภอหวัไทร จงัหวดันครศรีธรรมราช 

ผลจากการศกึษาครัง้นีท้ าให้ทราบว่าในสภาวะปกติ แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม
กลุม่นี ้สามารถตรวจพบได้ ทัง้ในปลาท่ีเลีย้ง ในน า้ รวมถึงปลาเหยื่อ ดงันัน้รูปแบบและสภาพการ
เลีย้งจึงมีส่วนส าคญัมากท่ีช่วยป้องกันไม่ให้ปลาท่ีเลีย้งเกิดสภาวะเครียดจนอ่อนแอ น าไปสู่การ
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ฉวยโอกาสของแบคทีเรียในกลุ่มนีท่ี้จะก่อให้เกิดโรคกับปลาท่ีเลีย้งได้ นอกจากนี ก้ารใช้เทคนิค   
m-PCR ส าหรับตรวจวินิจฉยัโรคสเตรปโตคอคโคซีสท่ีมีสาเหตจุากแบคทีเรีย S. agalactiae, S. 
iniae และ L. garvieae นบัเป็นวิธีหนึ่งท่ีช่วยวินิจฉัยโรคได้อย่างรวดเร็ว ท าให้เกษตรกรผู้
เพาะเลีย้งสตัว์น า้สามารถหาแนวทางส าหรับการป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิดขึน้ได้อยา่งทนัท่วงที  
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ภาคผนวก 
 

1. สารเคมีส าหรับทดสอบคุณสมบัตทิางกายภาพและชีวเคมีของเชือ้แบคทเีรีย 
 

1.1 สีย้อมแกรม ตามวิธี Haucker modification of gram method (Rodina, 
1972) 

การเตรียมสารละลาย 
1.1.1. Crystal violet 

 A - crystal violet    2.0   กรัม 
     - ethyl alcohol (95% alcohol)             20.0  มิลลลิติร 
 B - ammonium oxalate    0.8 กรัม  
    - distilled water           80.0 มิลลลิติร 
ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกนั ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมงก่อนน ามาใช้งาน ควรเก็บ

สารละลายไว้ในขวดสีชาเพื่อป้องกนัการโดนแสงและสามารถเก็บรักษาสารละลายนีไ้ด้เป็นเดือน 
1.1.2. Lugal solution  

 - crystalline iodine    1  กรัม 
 - potassium iodine    2 กรัม 
 - distilled water              300 มิลลลิติร 
ผสมสารทัง้หมดเข้าด้วยกนั คนให้ละลาย เก็บในขวดสีชา 

1.1.3. Safranin 
เตรียม stock safranin 2.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ 95% ethyl alcohol เป็นตวัท า

ละลาย แล้วเจือจางด้วยน า้กลัน่ในอตัราสว่น 1:10 ก่อนจะน าไปใช้ 
 
วิธีการยอ้มแกรม 
เกลี่ยเชือ้บาง ๆ ลงบนสไลด์ ทิง้ให้แห้ง น าไปองัไฟพออุ่น (fixed) หยด crystal 

violet ให้ท่วม วางทิง้ไว้ 1 นาที ล้างด้วยน า้ประปาประมาณ 2 วินาที หยด lugal solution ทิง้ไว้ 1 
นาที ล้างสีออก (decolorized) ด้วย 95% ethyl alcohol 30 วินาที แล้วรีบล้างออกด้วยน า้กลัน่ 
จากนัน้หยด safranin  ประมาณ 1 นาที ล้างด้วยน า้ประปา ตัง้ทิง้ไว้ให้แห้ง ดดู้วยกล้องจลุทรรศน์
ก าลงัขยาย 100 X  
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ผลที่ได้    แบคทีเรียแกรมบวก : ติดสีมว่งน า้เงิน 
    แบคทีเรียแกรมลบ     : ติดสีแดง    
 
1.2  หลักการทดสอบคุณสมบัตทิางชีวเคมี (ดวงพร, 2537; นนัทนา, 2537) 

1.2.1. การทดสอบคะตาเลส  
 การทดสอบ เอน ไซ ม์ คะตา เลสใ ช้ ในกา รแยกแบค ที เ รี ยกลุ่ ม 

Staphylococci ออกจาก Streptococci และใช้ในการแยกแบคทีเรียอ่ืน ๆ ด้วย 
กลไกในการท างานของคะตาเลส 
 
 
โดยปกติในขบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน อะตอมของไฮโดรเจนจะรวมตวักบั

ออกซเิจนท าให้เกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึง่เป็นอนัตรายตอ่เซลล์ แตแ่บคทีเรียสว่นใหญ่
สามารถผลิตเอนไซม์คะตาเลสเพื่อไปย่อยสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้แตกออกเป็นแก๊ส
ออกซเิจนและน า้ได้ 

วิธีการทดสอบ 
หยด 3% H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ท่ีสะอาดและแห้ง เข่ียเชือ้ท่ีจะทดสอบท่ีมีอายไุม่

เกิน 24 ชัว่โมงแตะลงในหยดของ H2O2 ผสมให้เข้ากนั 
ผลบวก  เกิดฟองแก๊ส 
ผลลบ  ไม่เกิดฟอง 
* เชือ้ Streptococci จะเป็น catalase ‟ 
 

2. การวิเคราะห์คุณภาพน า้ ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker (1992) 

 
2.1 การวิเคราะห์ค่าความเป็นด่างของน า้ (Alkalinity) 
 
สารเคมี 
1. เมทลิออเรนจ์ อินดเิคเตอร์ 
เมทิลออเรนจ์           0.5 กรัม 
น า้กลัน่ท่ีปราศจากอิออน     100 มิลลลิติร 

2 H2O2    2H2O + O2 
catalase 
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ละลายเมทิลออเรนจ์   0.5  กรัม  ในน า้กลัน่ท่ีปราศจากอิออน  ปรับปริมาตรให้ได้
100 มิลลลิติร     

2. เมทลิเรด อินดเิคเตอร์ 
เมทิลเรด                                    0.5 กรัม 
น า้กลัน่ท่ีปราศจากอิออน     100 มิลลลิติร 
 ละลายเมทิลเรด   0.5  กรัม  ในน า้กลัน่ท่ีปราศจากอิออน  ปรับปริมาตรให้ได้   100 

มิลลลิติร 
3. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอร์มอล 
กรดซลัฟริูกเข้มข้น                           6  มิลลลิติร 
คอ่ย ๆ เทกรดซลัฟริูกเข้มข้น 6 มิลลิลิตรลงในน า้กลัน่ (ที่ต้มเดือดใหม่ ๆ แล้วปิด

ฝา ทิง้ไว้ให้เย็น) ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 1 ลติร 
4. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคาร์บอเนต  2.2 นอร์มอล 
โซเดียมคาร์บอเนต     10.6 กรัม 

 ชัง่โซเดียมคาร์บอเนตซึ่งอบแห้งจ านวน   10.6  กรัม  โดยอบท่ีอณุหภูมิ130  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา  90 นาที แล้วท าให้เย็นในโถอบแห้ง  จากนัน้ละลายในน า้กลัน่ท่ีต้มเดือดใหม่ ๆ 
วางไว้ให้เย็น ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ  1 ลติร       

          
การตรวจหาความเข้มข้นของสารละลาย 
1. สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต   0.2  นอร์มอล  ปริมาตร   25  มิลลิลิตร  ใส่ลงใน

ขวดรูปชมพูข่นาด  250 มิลลลิติร 
2. หยดเมทิลเรด อินดเิคเตอร์  5 หยด เขยา่ให้เข้ากนัจะได้สารละลายสีเหลือง 
3. ไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟริูกจนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพ ู
4. น าส่วนผสมทัง้หมดไปต้มจนเดือดเป็นเวลาประมาณ   5-3  นาที  เพื่อไล่ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ให้หมดสารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอีกครัง้ 
5. ไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกต่อไป  จนกระทั่งสารละลาย

เปลี่ยนเป็นสีชมพอีูกครัง้หนึง่ 
6. บนัทกึปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟริูกทัง้หมดท่ีใช้ไป 
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 การค านวณความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอร์มอล) 
 
 

ความเข้มข้น(นอร์มอล) =     
   
 
หลงัจากนัน้ท าการปรับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริกให้มี

ความเข้มข้นเท่ากบั  0.02 นอร์มอล โดยใช้สตูร 
    N1V1 = N2V2 
  N1 = ความเข้มข้นของสารละลายท่ีจะปรับคา่ 
  N2 = ความเข้มข้นของสารละลายท่ีต้องการ 
  V1 = ปริมาตรของสารละลายท่ีจะปรับคา่ 
  V2 = ปริมาตรของสารละลายท่ีต้องการ  
 
 วิธีการ 
1. น าตวัอยา่งน า้  100 มิลลลิติร ใสล่งในขวดรูปชมพูข่นาด  250 มิลลิลิตร 

  2.   หยดเมทิลออเรนจ์ 4-8 หยด เขยา่ให้เข้ากนั จะได้สารละลายสีเหลือง 
3. ไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 0.02 นอร์มอล  จนกระทัง่

สารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีส้ม จดปริมาตรของสารละลายกรดซลัฟริูกท่ีใช้ไปทัง้หมด 
 

การค านวณค่าความเป็นด่างของน า้ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
 
คา่ความเป็นดา่ง =   

     
 

 
 
 
 

ปริมาตรของกรดซลัฟริูกท่ีใช้ × นอร์มอลิตีข้องกรดซลัฟริูก × 50 × 1,000  

        ปริมาตรน า้ตวัอยา่ง 

0.2  × 25 

       ปริมาตร (มิลลลิติร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟริูกท่ีใช้ 
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 2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณออdซิเจนละลายน า้ (Dissolved oxygen; DO) 
 
 สารเคมี 
1. สารละลาย manganous sulfate 
MnSO4„4H2O       480 กรัม หรือ 
MnSO4„2H2O       400  กรัม หรือ 
MnSO4„H2O       364  กรัม 
ละลาย MnSO4„4H2O 480 กรัม หรือ MnSO4„2H2O 400 กรัม หรือ 

MnSO4„H2O 364 กรัม ในน า้กลัน่ กรองผ่านกระดาษกรอง แล้วเติมน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรครบ 1 
ลติร 

2. สารละลาย alkali-iodide-azide (AIA) 
NaOH        500 กรัม 
NaI        135  กรัม 
หรือ 
KOH        700  กรัม 
KI        150  กรัม 
NaN3        10  กรัม 
ละลาย NaOH 500 กรัม และ NaI 135 กรัม หรือใช้ KOH 700 กรัม และ KI 150 

กรัม ในน า้กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร จากนัน้ละลาย NaN3 10 กรัม ในน า้กลัน่ 40 
มิลลลิติร แล้วเตมิสารละลาย NaN3 ผสมกบัสารละลาย NaOH- NaI ท่ีเตรียมไว้ก่อนหน้านี ้

3. น า้แป้ง 
soluble starch       2  กรัม 
salicylic acid       0.2  กรัม 

เติม soluble starch 2 กรัม และ salicylic acid 0.2 กรัม ในน า้กลัน่ 100 
มิลลลิติร แล้วน าไปต้มจนสารละลายใส 

4. กรดก ามะถัน (H2SO4) เข้มข้น 
5. สารละลายมาตรฐาน sodium thiosulfate 
Na2S2O3„ 5H2O      6.205  กรัม 
NaOH        0.4  กรัม 



97 
 

 

ละลาย Na2S2O3„ 5H2O 6.205 กรัม และ NaOH 0.4 กรัม ในน า้กลัน่ แล้วปรับ
ปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร จากนัน้หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน Na2S2O3 ท่ีเตรียมโดย
การไตเตรทกบัสารละลายมาตรฐาน potassium dichromate  

6. สารละลายมาตรฐาน potassium dichromate 0.025 นอร์มอล 
K2Cr2O7       0.6129  กรัม 

ละลาย K2Cr2O7 0.6129 กรัม ในน า้กลัน่ แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลลิติร 
7. สารละลาย potassium iodide 
KI        2  กรัม 
ละลาย KI 2 กรัม ในน า้กลัน่ 100 มิลลลิติร 
 
วิธีการ 
1. เก็บตวัอย่างน า้ให้เต็มขวด BOD (พยายามอย่าให้เกิดฟอง) เติม MnSO4 1 

มิลลิลิตร ตามด้วยสารละลาย AIA 1 มิลลิลิตร แล้วปิดฝาขวดผสมสารละลายให้เข้ากนัโดยพลิก
ขวดกลบัหวัไปมา 20 ครัง้ จากนัน้ปลอ่ยให้ตะกอนนอนก้น  

2. เติมกรดก ามะถนัเข้มข้น 1 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดและพลิกขวดกลบัหวัเพื่อให้
กรดละลายตะกอนจนหมด  

3. ตวงน า้ตวัอย่าง 200 มิลลิลิตร ไปไตเตรทกบัสารละลาย sodium thiosulfate 
จนสารละลายเป็นสีเหลืองออ่น 

4. เติมน า้แป้งลงไป 8 หยด ไตเตรทตอ่จนสารละลายเปลี่ยนสีจากสีน า้เงินเป็นไม่
มีสี แสดงวา่ถึงจดุยตุิ 

 
การหาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน Sodium thiosulfate 
เติมสารละลาย potassium dichromate 0.025 นอร์มอล 10 มิลลิลิตร ลงในฟ

ลาสก์ท่ีบรรจสุารละลาย potassium iodide 100 มิลลลิติร และกรดก ามะถนัเข้มข้น 2-3 หยด แล้ว
เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติมน า้กลัน่ให้ปริมาตรรวมประมาณ 250 มิลลิลิตร แล้ว
น าไปไตเตรทกบัสารละลายมาตรฐาน sodium thiosulfate เช่นเดียวกบัการไตเตรทหาความ
เข้มข้นของ DO ในน า้ตวัอย่าง และค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน sodium 
thiosulfate โดยใช้สตูร 

 
N1V1 = N2V2 
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การค านวณหาปริมาณออกซิเจนละลายน า้ (มิลลิกรัม/ลิตร)  

 
ปริมาณออกซเิจนละลายน า้  
 
 
 

3. การทดสอบเชือ้แบคทเีรียด้วยเทคนิค m-PCR  

 
3.1 สารเคมีส าหรับสกัด bacterial DNAจากเนือ้เยื่อสัตว์ 

1. Tris-HCl (1 M, pH 8.0) 
 Tris base      1.211  กรัม 

เติม Tris base ในน า้กลัน่ (DDW) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั ปรับ pH 
ให้ได้ 8.0 ด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น รอให้สารเย็นตวัแล้วจึงเติมน า้กลัน่จนครบ 100 
มิลลลิติร ท าการฆา่เชือ้ด้วยการ autoclave แล้วเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
  2. TE buffer pH 8.0 (100 มิลลลิติร)  
  Tris-HCl (1 M, pH 8.0)     1.0 มิลลลิติร 
  EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 0.0372 กรัม 

เติม Tris-HCl (1 M, pH 8.0) ลงในน า้กลัน่ (DDW) ผสมให้เข้ากนั ปรับปริมาตร
ให้ได้ครบ 100 มิลลิลิตร เติม EDTA ลงไปละลายให้เข้ากนัท าการฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave แล้ว
เก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

3. SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
  Sodium dodecyl sulfate (SDS)    10.0 กรัม 
  เติม sodium dodecyl sulfate ทีละเล็กน้อย ลงในน า้กลัน่ (DDW) 100 มิลลิลิตร 
ให้ความร้อนประมาณ 65 องศาเซลเซียส เพื่อให้สารละลายได้ดีขึน้ 
  4. 5M NaCl 
  Sodiumchloride(NaCl)     29.44 กรัม 

เติม sodiumchloride ในน า้กลัน่ (DDW) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมจนละลาย
หมด ท าการฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave แล้วเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

ปริมาตรของ Na2S2O3ท่ีใช้ × นอร์มอลิตีข้อง Na2S2O3 × 8 × 1,000  

        ปริมาตรน า้ตวัอยา่ง 

= 
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5. สารละลาย CTAB/NaCl 
  NaCl       4.1 กรัม 
  Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 10.0 กรัม 

เติม NaCl ลงในน า้กลัน่ (DDW) 80 มิลลิลิตร เติม CTAB ลงไปอย่างช้า ๆ ผสม
ให้เข้ากนั ให้ความร้อนประมาณ 65 องศาเซลเซียส เพื่อให้สารละลายได้ดีขึน้ เม่ือละลายหมดปรับ
ปริมาตรให้ได้ 100 มิลลลิติร ท าการฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave แล้วเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

6. TBE electrophoresis buffer (10X Stock solution) 
Tris base      108 กรัม 
Boric acid        55 กรัม 
0.5 M EDTA pH 8.0       40 มิลลลิติร 
น า้ท่ีผา่นการฆา่เชือ้         1 ลติร 
เติม tris base ลงในน า้ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้วปริมาตร 500 มิลลิลิตร คนจน

ละลายหมดแล้วเติม boric acid คนจนสารละลายหมดแล้วเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 ลงไป ผสม
สารให้เข้ากนัแล้วจึงเติมน า้ลงไปพอประมาณ น าสารท่ีได้ไปท าการปรับ pH ให้ได้ 8.0 แล้วจึงเติม
น า้จนครบ 1 ลติร ท าการฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave แล้วเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

7. EDTA pH 8.0 ความเข้มข้น 0.5 M 
  EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid)  186.1 กรัม 
  เติม EDTA ลงในน า้ปริมาตร 700 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั ปรับ pH ด้วย 10 M 
NaOH ให้ได้ pH 8.0 (ประมาณ 50 มิลลลิติร) แล้วจงึปรับปริมาตรสารให้ครบ 1 ลติร 
  8. 6X Loadind buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  Bromphenol blue     0.025  กรัม 
  Xylene cyanol      0.025  กรัม 
  Glycerol      3 มิลลลิติร 
  Absolute ethanol     2 มิลลลิติร 
  น า้กลัน่       5  มิลลลิติร 
  เติม bromphenol blue ลงใน absolute ethanol ผสมให้เข้ากนั จากนัน้เติมน า้
กลัน่ 5 มิลลิลิตร เติม xylene cyanol ละลายให้สารเข้ากนั เติม glycerol แล้วคนสารให้เข้ากนั
ทัง้หมด กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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  9. Ethidium bromide solution  1000X stock solution, 0.5 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
   Ethidium bromide     50 มิลลกิรัม 
  น า้กลัน่       100  มิลลลิติร 
  เติม ethidium bromide ลงในน า้กลัน่ ผสมให้เข้ากนั 
 
  เตรียม working solution 0.5 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
  เจือจาง 1000X stock ethidium bromide solution อตัรา 1:1,000 เพื่อใช้งาน 
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