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บทคัดย่อ 

 
แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus; GBS) เป็นแบคทีเรียที่สร้าง

ความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงปลาทั่วโลก การศึกษาครั้งนี้รายงานการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ใน
ปลาหมอไทย (Anabas testudineus) และปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ที่เลี้ยงร่วมกันในภาคใต้
ของประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 2554 ถึงปี พ.ศ. 2558 ระหว่างการระบาดของโรคพบอัตราการตาย 10-40 
เปอร์เซ็นต์ ในปลาหมอไทยน้้าหนัก 60-150 กรัม และปลาดุกอุยน้้าหนัก 30-90 กรัม โดยปลาที่ติดเช้ือแสดง
อาการของโรคสเตรปโตคอคโคซีสหลายแบบ ได้แก่ เซื่องซึม ตาโปน ตาขุ่น น้้าขังในช่องท้อง เลือดออก และ
ว่ายน้้าผิดปกติ การศึกษาครั้งนี้สามารถแยกแบคทีเรียจากปลาป่วยจ้านวน 126 ไอโซเลต และจ้าแนกชนิดได้
เป็นแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib โดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี ซีรั่มวิทยา และการวิเคราะห์ทาง
อณูชีวโมเลกุล การตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรง (bca, bac, scpB, lmb และ GBSi1) ของ
แบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย พบเพียงยีน bca ซึ่งแตกต่างจาก
แบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลานิล (Oreochromis spp.) ป่วย การศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอ
ของแบคทีเรีย S. agalactiae โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ ไม่พบความแตกต่างระหว่างแบคทีเรีย  
S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทย ปลาดุกอุย และปลานิล การศึกษาครั้งนี้พบว่าแบคทีเรีย  
S. agalactiae ที่แยกได้มีความไวต่อยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล อิริโทรมัยซิน ลินโคมัยซิน และออกซี่เตต
ร้าซัยคลิน แต่ด้ือต่อยาปฏิชีวนะออกโซลินิค แอซิด และซัลฟาเมทอกซาโซล/ไตรเมโทพริม  

การคัดเลือกแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib จ้านวน 20 ไอโซเลต ที่แยกได้จากปลาหมอไทย
และปลาดุกอุย โดยวิธีการฉีดแบคทีเรียความเข้มข้น 107 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เข้าช่อง
ท้องปลาหมอไทย พบว่าแบคทีเรียทุกไอโซเลตมีความรุนแรงสูง ท้าให้ปลาตาย 80-100 เปอร์เซ็นต์ ภายใน
ระยะเวลา 7 วันหลังการติดเช้ือ การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือ
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบเลือดออกกระจายตามเยื่อหุ้มสมอง เยื่อหุ้มหัวใจ ตา ไต ม้าม และ
ตับ และพบการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาวจ้านวนมากในสมอง ม้าม และไต 

การศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib สายพันธ์ุ PSU-KSAAHRC-
298 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ Tryptic soy broth ภายใต้สภาวะต่างๆ พบว่าแบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0.5 เปอร์เซ็นต์ และความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 7  การทดลองติดเช้ือแบคทีเรีย               
S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในปลาหมอไทยโดยวิธีการฉีดแบคทีเรียความเข้มข้นตั้งแต่ 101-104 ซี
เอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เข้าช่องท้อง พบว่าแบคทีเรียชนิดนี้มีความรุนแรงสูง สามารถท้าให้
ปลาหมอไทยตาย 60-97 เปอร์เซ็นต์ มีค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ปลาตายครึ่งหนึ่งที่ระยะเวลา 60 ช่ัวโมง และ 
72 ช่ัวโมง เท่ากับ 4.5x102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร และ 6.3x101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib โดย
วิธีการฉีดเข้าช่องท้อง พบปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน ปริมาณโปรตีนในซีรั่ม จ้านวนเม็ดเลือด
แดงการลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลียม ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) และจ้านวนเม็ดเลือดขาว 
กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ ดัชนีการจับกินสิ่งแปลกปลอม และค่าเฉลี่ยเม็ดบีดที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกิน มีค่า
สูงข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) 
 การศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหมอไทย 
พบว่าปลาหมอไทยที่เลี้ยงในน้้าที่มีอุณหภูมิ 34.07±0.45 องศาเซลเซียส และปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 
1.73±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร มีอัตราการตายสูงสุด (96.67±5.77 เปอร์เซ็นต์) และปลาหมอไทยที่เลี้ยงในน้้า
ที่มีอุณหภูมิ 28.97±0.12 องศาเซลเซียส และปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 5.52±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
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อัตราการตายต่้าสุด (56.67±5.77 เปอร์เซ็นต์) การทดสอบการยอมรับเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโร
ไทป์ Ib ในปลานิล (Oreochromis niloticus) และปลากะพงขาว (Lates calcarifer) โดยวิธีการฉีด
แบคทีเรียความเข้มข้น 107   ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เข้าช่องท้องปลาหมอไทย พบปลา
นิลมีอัตราการตาย 40 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วัน แต่ไม่พบการตายของปลากะพงขาว 
 การทดลองติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาดุกอุยพบการตายเพียงเล็กน้อย 
อย่างไรก็ตามการทดลองติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ใน
ปลาดุกอุย พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรียมีอัตราการตายเฉลี่ยสูงสุด คือ 36.7±12.6 
เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) กับปลาดุกอุยที่ติดแบคทีเรียเพียงอย่างเดียว ที่มีอัตราการ
ตายเฉลี่ย 6.7±5.8 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่พบการตายของปลาดุกอุยที่ติดปลงิใสเพียงอย่างเดียวกับปลาดุกอุยกลุ่ม
ควบคุม ปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีอาการว่ายน้้าควงสว่าน มีของเหลวในช่อง
ท้อง ตับซีด ม้ามโต เลือดออกในสมอง มีการขับเมือกมากผิดปกติ ครีบกร่อน และผิวหนังมีสีซีด การศึกษา
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาดุกอุยป่วย พบเยื่อหุ้มสมองอักเสบ เลือดออกในสมอง มีการแทรก
ตัวของเมลาโนแมคโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ ท่อไตเสื่อมสลาย มีเลือดออกกระจายอยู่ในเนื้อเยื่อม้าม การ
ทดลองแยกเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใสในปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย  
S. agalactiae  พบแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลิงใส ที่เวลา 36 และ 48 ช่ัวโมงหลังการติดเช้ือ 
การศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าการติดเช้ือร่วมกันระหว่างปรสิตและแบคทีเรียสร้างปัญหาอย่างมากต่อการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 
 การทดลองติดเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล โดยวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง พบว่า
ปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรียความเข้มข้นประมาณ 105 - 108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร มีอัตราการตาย 33.33 – 
90.00  เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วัน ปลาที่ติดเช้ือแสดงอาการเซื่องซึม ว่ายน้้าเสียการทรงตัว ล้าตัวมีสี
คล้้า ตาโปนข้างเดียวหรือทั้งสองข้าง ร่วมกับอาการขุ่นขาวของกระจกตา เลือดออกตามส่วนต่างๆ ของ
ร่างกาย อาการภายในของปลาป่วยพบว่า สมองมีสีชมพู  ตับซีด และม้ามโตผิดปกติ การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบเซลล์ตับเรียงตัว
ไม่เป็นระเบียบ และมีช่องว่างในเซลล์ ไซโมเจนแกรนูลบริเวณตับอ่อนลดลง เกิดการหดตัวของโกลเมอรูลัส 
และมีเมลาโนแมคโครฟาจแทรกอยู่ในเนื้อเยื่อไตและม้าม เยื่อหุ้มหัวใจมีเลือดออกและหนาผิดปกติ เยื่อหุ้ม
สมองอักเสบและมีการแทรกตัวของเม็ดเลือด การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลานิลที่ติด
เช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่ระยะเวลา 0, 1, 3, 6 และ 9 วัน หลังการติดเช้ือ ไม่พบการเปลี่ยนแปลง
ของฮีมาโตคริต ฮีโมโกลบิน กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ และการลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลียม แต่พบ
ความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในซีรั่ม ปริมาณเม็ดเลือดแดง และปริมาณเม็ดเลือดขาว การศึกษาในครั้งนี้
แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib สามารถก่อโรคและสร้างความรุนแรงต่อปลานิลได ้

รายงานฉบับนี้นับเป็นครั้งแรกของการแยกแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib จากปลาหมอไทย
และปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันในภาคใต้ของประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย S. agalactiae 
ซีโรไทป์ Ib ส่งผลกระทบต่อการเพาะเลี้ยงปลาในประเทศไทย ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้นับเป็น
ประโยชน์ต่อการเพาะเลี้ยงปลาในประเทศไทยอย่างยั่งยืน 
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Abstract 
 
Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus; GBS) causes serious damage to 

fish aquaculture worldwide. The present study reports a S. agalactiae infection in climbing 
perch (Anabas testudineus) and Günther’s walking catfish (Clarias macrocephalus) 
polycultured in southern Thailand between 2011 and 2015. During the disease outbreak, a 
mortality rate of 10-40 % was observed, affecting climbing perch and Günther’s walking 
catfish weighing from 60-150 g and 30-90 g, respectively. Infected fish exhibited a variety of 
symptoms typical of streptococcosis, including lethargy, exophthalmia, corneal opacity, 
ascites, haemorrhage and erratic swimming. One hundred and twenty six isolates from 
infected fish were identified as S. agalactiae serotype Ib by biochemical, serological, as 
well as molecular analyses. Investigation of virulence-associated genes (bca, bac, scpB, lmb 
and GBSi1) indicated that S. agalactiae isolates from climbing perch and Günther’s walking 
catfish contain only bca which differed from S. agalactiae previously isolated from infected 
tilapia (Oreochromis spp.). Study on DNA pattern indicated that there was no difference 
among S. agalactiae isolates from climbing perch, Günther’s walking catfish and tilapia 
after cut with restriction enzyme.  S. agalactiae isolates from the present study were 
completely sensitive to chloramphenicol, erythromycin, lincomycin and oxytetracycline but 
resistant to oxolinic acid and sulfamethoxazole/trimethoprim.  

 Screening of 20 S. agalactiae serotype Ib isolates from infected climbing perch and 
Günther walking catfish by intraperitonelly injection with 0.1 ml of bacterial suspension at 
concentration of 107 CFU/ml indicated that all S. agalactiae serotype Ib isolates were 
strongly virulent with 80-100 % mortality was observed within 7 days post infection. 
Histopathological examination revealed diffused hemorrhage in the brain, heart, eye, 
kidney, spleen and liver tissues as well as infiltration of white blood cell in the brain, the 
spleen and the kidney of infected fish. 

Study on growth of S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 in tryptic soy broth under 
various conditions indicated that optimal growth of S. agalactiae serotype Ib was at 
temperature 30 ◦C, salinity 0.5 % and pH 7. Experimental infection of climbing perch with  

S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 by intraperitoneally injected with 0.1 ml of bacterial 
suspension at concentrations of 101-104 CFU/ml revealed that infected fish exhibited 60-97 
% mortality with 60 h LD50 and 72 h LD50 of 4.5x102 and 6.3x101 CFU/ml, respectively. 
Determination of hemato-immunological changes showed the significantly decreasing of 
hematocrit, hemoglobin, serum protein, red blood cell and reduction of nitroblue 
tetrazolium (p<0.05) and significantly increasing of white blood cell, lysozyme activity, 
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phagocytic index and average bead per cell ingested (p<0.05) of climbing perch injected 
with S. agalactiae serotype Ib. 

 Investigation on the effect of environment factors i.e., temperature and dissolved 
oxygen on the susceptibility of climbing perch to S. agalactiae serotype Ib infection 

revealed that high water temperature (34.07±0.45 C) and low dissolved oxygen level 
(1.73±0.21 mg.l) proved to increase mortality of climbing perch (96.67±5.77 %) while 

climbing perch maintained in ambient water temperature (28.97±0.12 C) and dissolved 
oxygen level (5.52±0.21 mg/l) exhibited lowest mortality (56.67±5.77 %). Study on 
susceptibilitie of S. agalactiae serotype Ib in other fish species by intraperitoneally injection 
with 0.1 ml of bacterial suspension at concentration of 107 CFU/ml showed that Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus) exhibited 40 % mortality within 14 day while no mortality was 
observed in Asian seabass (Lates calcarifer). 

Günther’s walking catfish experimental infected with S. agalactiae serotype Ib 
revealed less mortality. However, concurrent experimental infection with Gyrodactylus sp. 
and S. agalactiae in Günther’s walking catfish revealed 36.7±12.6 % mortality in comparison 
with fish infected with S. agalactiae (6.7±5.8 %) and fish infected with Gyrodactylus sp. (0 
%) as well as uninfected control fish (0 %). During the experiment, infected fish showed 
several disease signs including, serpentine movement, ascites, pale liver, splenomegaly, 
hemorrhagic brain, increased mucus secretion on the skin, tail and fin rot and pale to white 
skins. Histopathological alterations in fish infected by Gyrodactylus sp. and S. agalactiae 
showed meningitis, encephalitis, congestion and infiltration of melanomacrophage in the 
liver, hemorrhagic kidney and diffuse hemorrhage in the spleen. S. agalactiae was isolated 
from Gyrodactylus sp. collected from infected fish at 36 and 48 h post infection. This study 
indicated concurrent parasitic and bacterial infections cause serious problem in fish 
aquaculture. 

Experimental infection of S. agalactiae serotype Ib in tilapia by intraperitoneally 
injection of bacterial concentrations of 105-108 CFU/ml indicated that infected tilapia 
exhibited 33.33-90.00 % mortality within 14 days. Clinical signs of infected fish including 
lethargy, erratic swimming, darkening of skin pigment, unilateral or bilateral exophthalmia 
together with eye opacity, haemorrhagic septicemia in several organs. Internally, 
haemorrhagic brain, pale liver and splenomegaly were observed. Histopathological finding 
indicated that tilapia infected with S. agalactiae exhibited sloughing and vacuolization of 
the hepatic cell, reduction of zymogen granule in the pancreas, shrinkage glomerulus, 
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infiltration of melanomacrophage in the kidney and the spleen, haemorrhagic and 
extended epicardium as well as meningitis and infiltration of white blood cell in the brain. 
Determination of hemato-immunological changes of tilapia infected with S. agalactiae 
serotype Ib at 0, 1, 3, 6 and 9 days post infection revealed no significantly different in 
hematocrit, hemoglobin, lysozyme activity and reduction of nitroblue tetrazolium, but 
significantly changing of serum protein, red blood cell and white blood cell was observed. 
The present study indicated that S. agalactiae serotype Ib is a pathogenic bacterium in 
tilapia. 

To our knowledge, this is the first isolation of the S. agalactiae serotype Ib from 
climbing perch and Günther’s walking catfish polycultured in southern Thailand. The 
present study indicated that S. agalactiae serotype Ib has a great impact on fish 
aquaculture in Thailand. These findings are useful information for sustainable aquaculture 
in Thailand. 
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29 เนื้อเยื่อไตของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib (a) แสดงเมลา
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สลายตัวของไวท์พลัป ์(D) และมีเมลาโนแมโครฟาจและเม็ดเลือดแทรกตัวเป็นจ้านวน
มาก (H&E, Bar = 50 µm) 

72 

31 เนื้อเยื่อหัวใจของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีเยื่อหุ้ม
หัวใจหนาข้ึนและมีเลือดออก (ดอกจัน) กระจายทั่วไปบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจ (H&E, Bar 
= 100 µm) 

72 

32 เนื้อเยื่อสมองของปลานลิที่ติดเช้ือแบคทเีรยี S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีอาการเยื่อหุ้ม
สมองอักเสบและเกิดการแทรกตัวของเม็ดเลอืดแดง (ดอกจนั) เป็นจ้านวนมากบรเิวณเยื่อ
หุ้มสมองและเนื้อสมอง (H&E, Bar = 50 µm) 

73 
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บทท่ี 1 

บทน า 

การเพาะเลี้ยงปลาเป็นอาชีพที่ได้รับความสนใจจากเกษตรกรมาก เนื่องจากพื้นที่ของประเทศส่วน
ใหญ่อยู่ใกล้แหล่งน้้า ประกอบกับผลผลิตสัตว์น้้าสามารถท้ารายได้ดี  และใช้เป็นอาหารบริโภคภายใน
ครัวเรือนได้ ดังนั้นการทดแทนปริมาณการผลิตจากการประมงซึ่งมีจ้านวนลดน้อยลง ด้วยการเพาะเลี้ยงจึง
เป็นแนวทางหนึ่งที่จะเพิ่มพูนทรัพยากรสัตว์น้้าให้มีศักยภาพมากยิ่งข้ึน  ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงปลาหมอไทย 
(Anabas testudineus) และปลาดุก (Clarias spp.) มีบทบาทส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศเป็นอย่าง
มาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งปลาดุกซึ่งเป็นสัตว์น้้าส้าคัญชนิดหนึ่ง  ที่เกษตรกรให้ความสนใจเพาะเลี้ยงอย่าง
แพร่หลายทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย เนื่องจากเลี้ยงง่าย โตเร็ว ให้ผลตอบแทนสูง เช่นเดียวกับปลาหมอ
ไทยซึ่งเป็นปลาน้้าจืดพื้นบ้านของไทยอีกชนิดหนึ่งที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ  เนื่องจากเป็นปลาที่
ประชาชนทุกระดับชนช้ันของสังคมไทยนิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลาย และความต้องการของตลาดมีสูงมาก 
โดยเฉพาะปลาขนาดใหญ่ (3-5 ตัว/กิโลกรัม) ทั้งตลาดภายในและต่างประเทศ เช่น ตะวันออกกลาง จีน 
ไต้หวัน เกาหลี และมาเลเซีย ที่มีความต้องการสูง อย่างไรก็ตามพบว่าการเพาะเลี้ยงปลาหมอไทยมีปริมาณ
ผลผลิตที่ไม่แน่นอน และค่อนข้างน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงปลาชนิดอื่นๆ เช่น ปลานิล  
(Oreochromis niloticus) ที่มีปริมาณผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงในปี พ.ศ. 2555 เท่ากับ 203,030 ตันต่อปี 
ในขณะที่ผลผลิตของปลาหมอไทยเท่ากับ 12,100 ตันต่อปี (กลุ่มวิจัยและวิเคราะห์สถิติการประมง ศูนย์
สารสนเทศ กรมประมง, 2558) ส่วนการเพาะเลี้ยงปลาดุกนั้นมีเกษตรกรนิยมเลี้ยงปลาดุกอุย (Clarias 
macrocephalus) ปลาดุกด้าน (Clarias batrachus) และปลาดุกลูกผสมหรือปลาดุกบิ๊กอุยที่ได้จากการ
ผสมระหว่างปลาดุกอุยและปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus) โดยพบว่าเกษตรกรหันมาเพาะเลี้ยงปลาดุก
ลูกผสมกันมากข้ึน เนื่องจากโตเร็ว แต่ส้าหรับผู้บริโภคยังมีความต้องการบริโภคปลาดุกอุย เนื่องจากรสชาติดี
และเนื้อนุ่ม โดยผลผลิตปลาดุกในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 มีปริมาณ 95,375 ตันต่อปี (เรืองไร และ
คณะ, 2558) 

แม้ว่าปลาดุกและปลาหมอไทยเป็นปลาที่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจและสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรเป็น
จ้านวนมาก การเพาะเลี้ยงปลาเหล่านี้ให้ประสบความส้าเร็จนั้นมีหลายปัจจัยเข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น อาหาร 
คุณภาพน้้า รวมทั้งปัญหาสิ่งแวดล้อมและการเกิดโรคติดเช้ือ โดยโรคติดเช้ือที่ส้าคัญและมักพบระหว่างการ
เพาะเลี้ยงปลาหมอไทยและปลาดุก ได้แก่ โรคติดเช้ือแบคทีเรียแอโรโมแนส (motile Aeromonas 
septicemia) (Angka et al., 1995) โรคหางและครีบกร่อน (tail and fin rot disease) (Rahman et al., 
2010) โรค enteric septicemia of catfish (Suanyuk et al., 2014) และโรคสเตรปโตคอคโคซีส
(streptococcosis) (Dung and Duy, 2013) 

โรคสเตรปโตคอคโคซีสเป็นโรคที่มสีาเหตุจากแบคทีเรีย Streptococcus spp. เป็นโรคที่สร้างความ
เสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในระบบหนาแน่น มี
รายงานการเกิดโรคติดเช้ือชนิดนี้ในสัตว์น้้าหลายประเทศ เช่น สิงคโปร์ (Foo et al., 1985) ซาอุดิอาระเบีย 
(Al-harbi, 1994) สหรัฐอเมริกา (Perera et al., 1994; Shoemaker et al., 2000) สเปน (Domènech 
et al., 1996) ญี่ปุ่น (Nguyen et al., 2001; 2002) คูเวต (Evans et al., 2002) และออสเตรเลีย 
(Bromage et al., 1999) ส้าหรับประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสครั้งแรกในปลาบู่
ทราย (Oxyeleotris marmoratus) เมื่อปี พ.ศ. 2529 (จิราพรและคณะ, 2529) ต่อมามีรายงานพบโรค
ชนิดนี้ทั้งในปลากะพงขาว (Lates calcarifer) (สถาพร และเยาวนิตย์, 2530; เยาวนิตย์ และคณะ, 2543; 
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เฉลิมและคณะ, 2548; Suanyuk et al., 2010) และปลานิล (Oreochromis spp.) (Suanyuk et al., 
2008; Suanyuk et al., 2010)  

จากข้อมูลที่ศึกษาโดยกลุ่มผู้วิจัยเอง พบว่าแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลา
กะพงขาว และปลานิลที่เลี้ยงในประเทศไทย มีสองชนิดหลัก ได้แก่ แบคทีเรีย S. agalactiae และ S. iniae 
โดยพบการระบาดของแบคทีเรีย S. iniae ในปลากะพงขาว ส่วนในปลานิลพบการระบาดของแบคทีเรีย        
S. agalactiae ในเกือบทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ และพบ S. iniae เพียงเล็กน้อยเท่านั้น (นเรศและคณะ, 
2548; Suanyuk et al., 2008; Suanyuk et al., 2010; Dangwetngam et al., 2016) จากการศึกษา
และเก็บตัวอย่างอย่างต่อเนื่องโดยกลุม่ผูวิ้จัย พบการตายของปลาหมอไทยและปลาดุกอุยทีเ่ลีย้งรว่มกันในบ่อ
ดินในฟาร์มของเกษตรกร อ้าเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช การศึกษาเบื้องต้นพบว่าปลาป่วยด้วยโรคส
เตรปโตคอคโคซีสซึ่งไม่เคยมีรายงานการเกิดโรคชนิดนี้ในปลาหมอไทยและปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันมาก่อน
ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ ดังนั้นเพื่อเป็นการรับมือกับปัญหาที่ก้าลังเกิดข้ึนและอาจเกิดข้ึนต่อไปอีก
ในอนาคต จึงจ้าเป็นต้องศึกษาชนิดและคุณสมบัติของแบคทีเรีย การแพร่กระจาย ความหลากหลายของเจ้า
บ้านรวมทั้งการก่อโรคและความรุนแรงของแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาทั้งสอง
ชนิดนี้เพื่อเป็นข้อมูลและแนวทางในการป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต 
 
วัตถุประสงค์  

1. เพื่อศึกษาชนิดและคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
ที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาหมอไทยและปลาดุกอุย 

2. เพื่อศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib รวมทั้งพยาธิสภาพของปลา
หมอไทยที่ติดเช้ือ 

3. เพือ่ศึกษาการเปลีย่นแปลงองค์ประกอบเลอืดของปลาหมอไทยที่ตดิเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae  
ซีโรไทป์ Ib 

4. เพื่อศึกษาผลของปัจจยัแวดล้อมทีม่ีผลต่อการติดเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหมอไทย 
5. เพื่อศึกษาพยาธิวิทยาของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae

ซีโรไทป์ Ib  
6. เพื่อศึกษาความสามารถในการถ่ายทอดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib จากปลาดุกอุย

สู่ปลิงใส Gyrodactylus sp. 
7. เพื่อศึกษาถึงความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล 
8. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อวิทยาของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
9. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเลือดในปลานิลที่ติดเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
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บทท่ี 2 

การตรวจเอกสาร 

1 ปลาหมอไทย 

1.1 ชีววิทยาปลาหมอไทย 

  ปลาหมอไทย (Climbing Perch) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Anabas testudineus (Bloch) มี
การจัดล้าดับอนุกรมวิธานดังนี้ 

Kingdom Animalia 
 Phylum  Chordata  
   Class   Actinopterygii           
   Order   Perciformes 
    Family    Anabantidae  
             Genus    Anabas     
                 Species  testudineus (Bloch) 
 

  รูปร่างลักษณะภายนอกของปลาหมอไทยมีล้าตัวค่อนข้างแบน ล้าตัวมีสีน้้าตาลด้าหรือคล้้า 
ส่วนท้องมีสีขาวหรือเหลืองอ่อน ล้าตัวมีเกล็ดแข็ง กระพุ้งแก้มมีลักษณะเป็นหนามหยักแหลมคม ใช้ในการปีน
ป่าย บริเวณโคนหางมีจุดกลมสีด้า ปลาหมอไทยเพศเมียจะมีขนาดใหญ่กว่าเพศผู้  เมื่อถึงฤดูผสมพันธ์ุส่วน
ท้องของเพศเมียจะอูมเป่ง ส่วนเพศผู้มีลักษณะล้าตัวเรียวยาว (นฤมล, 2549)  

 1.2 แหล่งท่ีอยู่อาศัยและการแพร่กระจาย 

  ปลาหมอไทยอาศัยอยู่ในแหล่งน้้าจืดทั่วๆไป ทั้งแหล่งน้้านิ่งและน้้าไหล พบในแถบจีนตอน
ใต้ อินโดนีเซีย ไทย มาลายู พม่า อินเดีย ศรีลังกา ฟิลิปปินส์ และออสเตรเลีย สามารถปรับตัวเจริญเติบโต
เข้ากับสภาพแวดล้อมที่เป็นน้้ากร่อย ป่าจากหรือที่ลุ่มดินเค็มชายฝั่งทะเลที่มีความเค็มไม่เกิน 10 ส่วนในพัน 
และน้้าที่ค่อนข้างเป็นกรดจัด เช่น ป่าพรุ ตลอดจนมักฝังหรือหมกตัวในโคลนตมได้เป็นระยะเวลานานๆ จึง
เป็นปลาที่มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อม เนื่องจากมีอวัยวะพิเศษช่วยการหายใจ มีเกล็ดหนาและแข็งปก
คลุมทั่วตัว 
 
2 ปลาดุกอุย 

2.1 ชีววิทยาของปลาดุกอุย 

  ปลาดุกอุย (Günther's walking catfish) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Clarias macrocepthalus 
มีการจัดล้าดับอนุกรมวิธาน (สุภาพร, 2542) ดังนี ้

 Kingdom  Animal 
      Phylum      Chordata 
   Class   Actinoptherygii 
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        Order  Siluridae 
      Family        Siluriformes 
    Genus    Clarias 
           Species  macrocephalus 

 
ในประเทศไทยพบว่ามีปลาดุกด้วยกัน 2 ชนิด คือ ปลาดุกอุย และปลาดุกด้าน ส่วนที่มาจาก

ต่างประเทศ คือ ปลาดุกรัสเซยีและปลาดุกบิ๊กอุย (คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 2542) 
ปัจจุบันพบว่าปลาดุกมีขายอยู่ตามท้องตลาดทั่วไปและมีราคาสูง เนื่องจากเป็นที่ต้องการของตลาด เลี้ยงง่าย 
โตเร็ว และทนต่อสภาพแวดล้อม จึงท้าให้มีผู้สนใจในการเลี้ยงมากข้ึน โดยปลาดุกที่นิยมเลี้ยงกันมากคือ ปลา
ดุกลูกผสมหรือที่เรียกกันทั่วไปว่า "บิ๊กอุย" ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่างปลาดุกอุยกับปลาดุกรัสเซีย (ดุกยักษ์ หรือ
ดุกเทศ) ซึ่งปลาดุกลูกผสมนี้จะเลี้ยงง่ายโตเร็ว และต้านทานโรคได้ดี (วิทย์ และคณะ, 2530) พบว่าใช้เวลา
เลี้ยงเพียง 2-3 เดือน จึงสามารถจับขายได้ น้้าหนักเฉลี่ยประมาณ 5-6 ตัวต่อกิโลกรัม (พิชัย, 2551) 

2.2 สรีรวิทยาของปลาดุก 

ปลาดุกมีรูปร่างเรียวยาว ไม่มีเกล็ด มีอวัยวะช่วยหายใจลักษณะคล้ายพุ่มไม้สีขาวอยู่ภายใน
ส่วนหัวเรียกว่า dendrite ซึ่งช่วยให้ปลาดุกมีความอดทน สามารถอยู่ในที่ไม่มีน้้าหรือมนี้้าน้อยๆ ได้นาน ตามี
ขนาดเล็กมาก มีหนวด 4 คู่อยู่ที่บริเวณปาก ซึ่งสามารถรับความรู้สึกได้ดี ปลาดุกจึงใช้หนวดมากกว่าใช้ตาใน
การหาอาหารตามพื้นดิน ครีบหลังยาวไม่มีกระโดง ครีบอกก้านแรกมีลักษณะยื่นแหลม และอาจมีหรือไม่มี
ลักษณะเป็นฟันเลื่อยก็ได้ ส่วนนี้ช่วยพยุงร่างกายให้เกาะอยู่ในสภาพต่างๆ ได้ดี ปลาดุกสามารถสร้างเสียง
ด้วยการเคลื่อนไหวของครีบ ท้าให้เกิดการกระทบกันของข้อต่อหรือการเคลื่อนไหวของถุงลม  
  ปลาดุกชอบหากินตามหน้าดิน มีนิสัยว่องไว สามารถอยู่บนบกได้นานกว่าปลาชนิดอื่นๆ 
รวมถึงสามารถอาศัยอยู่ในดิน โคลน เลน และในน้้าที่มีปริมาณออกซิเจนต่้าได้นาน เนื่องจากมีอวัยวะพิเศษ
ช่วยในการหายใจ อาหารที่ปลาดุกชอบกินส่วนมากเป็นอาหารจ้าพวกเนื้อสัตว์ แต่ถ้าน้ามาเลี้ยงในบ่อก็
สามารถฝึกให้กินอาหารจ้าพวกพืชได้ รวมถึงสามารถฝึกนิสัยให้ปลาดุกขึ้นมากินอาหารบริเวณผิวน้้าแทนการ
หาอาหารตามหน้าดินได้ (คณิต, 2543) 
 
3 โรคสเตรปโตคอคโคซีส (Streptococcosis) 

โรคสเตรปโตคอคโคซีสเป็นโรคที่สร้างความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเป็นอย่างมาก โรคชนิด
นี้เกิดข้ึนครั้งแรกในปลาเรนโบว์ เทร้าท์ (Oncorhynchus mykiss) ที่เลี้ยงในประเทศญี่ปุ่นในปี ค.ศ. 1957 
(Hoshina et al., 1958) ต่อมาพบโรคชนิดนี้ในปลาหลายชนิดทั่วโลก ทั้งในปลาทะเลและปลาน้้าจืด รวมทั้ง
สัตว์น้้าชนิดอื่น เช่น กบ (Teska and Shotts, 1994) และปลาไหล (Kusuda et al.,1978) โรคติดเช้ือชนิด
นี้มีความรุนแรงค่อนข้างสูง มีรายงานว่าโรคสเตรปโตคอคโคซีสทีม่ีสาเหตุจากแบคทีเรยี S. iniae ท้าให้ปลาที่
เลี้ยงตายได้มากถึง 50 เปอร์เซ็นต์ (Eldar et al., 1994 อ้างโดย Dodson et al., 1999) หรือมากกว่า 75 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงในระบบปิด (Perera et al., 1994) โดยโรคติดเช้ือชนิดนี้สามารถติดต่อผ่านทางการกิน 
บาดแผล หรือโดยการฉีด (Evans et al., 2000) 

ประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสครั้งแรกในปลาบู่ทรายที่เลี้ยงในจังหวัดอยุธยา 
ชัยนาท และนครสวรรค์ (จิราพร และคณะ, 2529) ต่อมามีรายงานการพบโรคนี้อีกครั้งในปลากะพงขาว 
(Lates calcarifer) ที่เลี้ยงในจังหวัดปัตตานีและสงขลาในปี พ.ศ. 2530 โดยสถาบันเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าชายฝั่ง 
จังหวัดสงขลา (สถาพร และเยาวนิตย์, 2530) หลังจากนั้นเป็นต้นมา การระบาดของโรคนี้ยังคงเกิดข้ึนอย่าง
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ต่อเนื่องในปลากะพงขาวและปลานิลที่เลี้ยงบริเวณภาคใต้ของประเทศไทย โดยเฉพาะจังหวัดปัตตานี สงขลา 
นครศรีธรรมราช และสุราษฏร์ธานี รวมทั้งพื้นที่อื่นๆ ทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย 

การเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลามีผลท้าให้เกิดเลือดออกบริเวณตาหรืออวัยวะภายใน โรคนี้
ส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนแบบฉับพลัน (acute) โดยจะแพร่กระจายเข้าสู่ปลาภายใน 48 – 72 ช่ัวโมง และจะพบ
การตายภายใน 4 – 5 วัน หลังการติดเช้ือ และอาจจะเกิดในลักษณะเรื้อรัง (chronic) อาการของโรคที่
เกิดข้ึนในปลาจะปรากฏให้เห็นภายนอก ส่วนใหญ่ปลาที่ป่วยจะมีอาการว่ายน้้าควงสว่าน เสียการทรงตัว 
ล้าตัวมีสีคล้้า ตาโปนข้างเดียวหรือ 2 ข้าง ตาขุ่น ท้องบวม เกิดการอักเสบบริเวณ dorsal-lateral portion 
ของล้าตัว พบเลือดออกบริเวณตา กระพุ้งแก้ม โคนครีบ รอบปาก ล้าตัว และเกิดแผลบริเวณผิวของล้าตัว 
(Austin and Austin, 1987; Plumb,1994 ) นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรีย Streptococcus spp.  ส่วน
ใหญ่จะมีผลต่อตา ซึ่งสามารถพบได้บ่อยมาก โดยการเกิดบาดแผลบริเวณตาจะเป็นผลมาจากการค่ังของ
เลือดบริเวณหลังลูกตาและมีการบวมน้้า (oedema) แต่จะมีการอักเสบมากขึ้น และเกิดการตายของเนื้อเยื่อ
บริเวณเส้นประสาทตา (optic nerve) และโครอยด์ (choroid) พบเบ้าตา (orbit) ขยายกว้างในตาที่เกิด
เลือดค่ัง ซึ่งเกิดจากการมีเลือดออกบริเวณส่วนของวุ้นใสที่อยู่ในเบ้าตา ต่อมาจะเกิดการตายของเนื้อเยื่อ
บริเวณกระจกตา และเกิดการฉีกขาดของเนื้อเยื่อตา ท้าให้เกิดแผลบริเวณแก้วตา (cornea) (Kitao, 1993 ) 

Streptococcus spp. เป็นแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่ก่อโรคได้ในคน มีรายงานการเกิดโรคชนิดนี้ในคน
ป่วยซึ่งอาจได้รับเช้ือมาจากปลา โดย Weinstein และคณะ (1996) อ้างโดย Dodson และคณะ (1999) พบ
เช้ือแบคทีเรีย S. iniae จากบาดแผลของผู้ปว่ยที่เกิดข้ึนในขณะสัมผสักับปลา และยังพบว่าเมื่อท้าการส้ารวจ
คนไข้ที่ติดเช้ือแบคทีเรียกลุ่มนี้จะพบบุคคลเหล่าน้ีมักจะมีความเกี่ยวข้องกับปลานิล นอกจากนี้ Teska และ 
Shotts (1994) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือ non - haemolytic group B Streptococcus จ้านวน 16 
สายพันธ์ุ ที่แยกได้จากปลา กบ และมนุษย์ และศึกษาความสามารถในการก่อโรคของเช้ือทั้งหมดในปลากด
อเมริกัน (Ictalurus punctatus) พบว่าเช้ือทั้งหมดมีลักษณะทางฟีโนไทป์เหมือนกันมาก และสามารถท้าให้
ปลากดอเมริกันตายได้ ซึ่งจากการทดลองข้างต้นนี้ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรียชนิดนี้อาจจะสามารถถ่ายทอด
ระหว่างสัตว์กับมนุษย์ได้ 

3.1 แบคทีเรีย Streptococcus spp. 

  แบคทีเรีย Streptococcus spp. จัดจ้าแนกอยู่ในครอบครัว Streptococcaceae ลักษณะ
เซลล์เป็นรูปกลม แกรมบวก อาจเรียงตัวเป็นคู่ เป็นสาย หรือสี่เซลล์ติดกัน สามารถเจริญได้ทั้งที่มีและไม่มี
อากาศ ไม่สามารถเคลื่อนที่หรือเคลื่อนที่ได้น้อยมาก ไม่สร้างเอนโดสปอร์ สามารถผลิตกรดแลกติค อะซิติก 
ฟอร์มิก และผลิตเอธทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์จากคาร์โบไฮเดรตได้ (Buchanan and Gibbons, 
1974)  ส้าหรับชนิดของแบคทีเรียในครอบครัวนี้มีเป็นจ้านวนมาก แต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติทางชีวเคมีและ
คุณสมบัติทางกายภาพแตกต่างกัน ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 1 อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกลุ่มนี้มีหลาย
ชนิดที่ก่อโรคในสัตว์น้้า เช่น S. agalactiae, S. iniae, S. parauberis และ S. equisimilis  

 3.2 การป้องกันโรคสเตรปโตคอคโคซีส 

  ปัจจุบันมีรายงานพบแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในสัตว์น้้ามีความ
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น nalidixic acid, polymycin B, metronidazole และ furazolidine 
จึงจ้าเป็นที่จะต้องมีการพัฒนาเทคนิคการควบคุมและการป้องกัน เช่นการใช้วัคซีน โดยในต่างประเทศมีการ
ทดลองใช้วัคซีนเพื่อป้องกันโรคชนิดนี้ เช่น Sakai และคณะ (1987) ทดลองใช้วัคซีนที่ผลิตจาก beta-
haemolytic Streptococcus sp. โดยวิธีฆ่าด้วยฟอร์มาลิน (Formalin killed) เพื่อป้องกันโรคสเตรปโต
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คอคโคซีส ในปลาเรนโบว์ เทร้าท์ (Salmo gairdneri) โดยใช้วิธีการแช่ (immersion) นาน 3 นาที แล้ว
ทดสอบความต้านทานเช้ือโดยการฉีดแบคทีเรีย Streptococcus sp. เข้าช่องท้อง (intraperitoneal)  
พบว่าปลาในกลุ่มที่ได้รับวัคซีนมีอัตราการรอดสูงกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กลุ่มควบคุมมีอัตรารอด
ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์  หลังจากฉีดเช้ือ 10 วัน สอดคล้องกับรายงานของ Sakai และคณะ (1995) ที่
รายงานว่าการฉีดวัคซีนป้องกันโรค สามารถที่จะใช้ได้ผลในปลาเรนโบว์ เทร้าท์ (Oncorhynchus mykiss) 

Pelacios และคณะ (1993) ใช้วัคซีนที่ผลิตจากแบคทีเรีย Streptococcus sp. ชนิดฆ่า
ด้วยฟอร์มาลินเพื่อป้องกันโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาเรนโบว์ เทร้าท์ ขนาดประมาณ 30-50 กรัม ทั้งใน
ห้องปฏิบัติการและในฟาร์ม พบว่าปลาที่ได้รับวัคซีนสามารถต้านทานต่อโรคติดเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้ได้ 
อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่าประสิทธิภาพของวัคซีนจะข้ึนกับวิธีการให้วัคซีนด้วย 

Eldar และคณะ (1997) ใช้วัคซีนชนิด Formalin killed เพื่อต้านทานเช้ือ S. iniae ใน
ฟาร์มปลาเรนโบว์ เทร้าท์ โดยวิธีฉีดเข้าช่องท้อง พบว่าปลาสามารถผลิตแอนตี้บอดี้ได้ นอกจากนี้ยังพบว่า
ปลาที่ไม่ได้รับวัคซีนจะมีอัตราการตายมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ปลาที่ได้รับวัคซีนจะมีอัตราการตาย
น้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ 

Suwannasang และคณะ (2017) ทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนที่ผลิตจากแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III ในปลานิล พบว่าวัคซีนที่ผลิตได้มีความจ้าเพาะเจาะจงต่อซีโรไทป์
ของแบคทีเรีย โดยปลานิลที่ได้รับวัคซีนแต่ละชนิดมีอัตรารอดสูง เมื่อทดสอบความต้านทานโรคโดยการฉีด
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์เดียวกับที่น้ามาผลิตวัคซีน แต่ปลานิลจะมีอัตรารอดต่้าเมื่อทดสอบความ
ต้านทานโรคโดยใช้แบคทีเรีย S. agalactiae ต่างซีโรไทป์กับที่น้ามาผลิตเป็นวัคซีนให้ปลานิล นอกจากนี้ 
Suwannasang และคณะ (2017) ยังทดลองใช้วัคซีนผสมที่ผลิตจากแบคทีเรีย S. agalactiae ทั้งสองซีโร
ไทป์ และพบว่าวัคซีนที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพดี ท้าให้ปลามีความต้านทานต่อแบคทีเรีย S. agalactiae ทั้ง
สองซีโรไทป์ได้ 
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ตารางท่ี 1 คุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรีย Streptococcus spp. ที่แยกได้จากปลาป่วย 

Test 
Foo และคณะ 

(1985) 
Perera และ

คณะ 
(1994) 

Bromage และ
คณะ (1999) 

เยาวนิตย์และคณะ 
(2543) 

Evans และคณะ 
(2002) 

Source 
Rabbit fish Tilapia Sea bass Sea bass Sea bream and  

mullet 

Gram staining reaction 
+ + + + + 

Cell morphology Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci 
Catalase production - - - - - 

Oxidase production 
-  - - - 

Haemolysis      

Growth in:      
     - 0.1% Methylene blue 
milk 

+  +   

Tolerance of:      
- pH 9.6 + - - -  
- 6.5% NaCl + - - -  
- temp 10oC + + - - - 
- temp 45oC - + - -  

Hydrolysis of:      
- Gelatin - -    
- Starch + + + +  
- Hippurate - - -  + 
- Esculin + - + +  
- Arginine  + + + + 

Decarboxylation of:      
- Lysine -     
- Ornithine -     
- PYRA + + + + + 
- - Galactosidase -  -  + 
- - Glucuronidase +  +  - 

- - Galactosidase -  -  + 
- Alkaline phosphatase +  +  + 
- Leucine aminopeptidase +  +  + 

Acid production from:      
- Ribose +  +  + 
- Arabinose - - - -  
- Mannitol + + + +  
- Sorbitol - - -   
- Lactose - - - - + 
- Trehalose + + + + + 
- Inulin - - -   
- Raffinose - - -   
- Glucose + + + +  
- Sucrose + + + + + 
- Maltose + +  + + 
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บทท่ี 3 

Streptococcus agalactiae ซีโรไทป์ Ib แบคทีเรียอุบัติใหม่ท่ีก่อโรคในปลาหมอไทยและปลาดุกอุย 

ท่ีเลี้ยงร่วมกันในบ่อดินในภาคใต้ของประเทศไทย 

1. บทน า 

 การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าจัดเป็นกิจกรรมทางการเกษตรที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจและสังคมของ
ประเทศและขยายตัวอย่างรวดเร็วในช่วง 20 ปีที่ผ่านมา ทั้งนี้อาจเป็นผลเนื่องมาจากการลดลงของผลผลิต
สัตว์น้้าที่จับจากแหล่งน้้าธรรมชาติ และผลของการขยายความต้องการของผลผลิตทั้งตลาดในประเทศและ
ต่างประเทศ ส่งผลให้เกิดการพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าหลากหลายชนิด เพื่อทดแทนผลผลิตสตัว์น้้าที่จบั
จากแหล่งน้้าธรรมชาติ  ประเทศไทยเป็นหนึ่งในประเทศที่มีผลผลิตสตัว์น้้าที่ส้าคัญของโลก ประกอบด้วยสัตว์
น้้าที่ได้จากแหล่งน้้าธรรมชาติและจากการเพาะเลี้ยง โดยในปี  พ.ศ. 2551 ประเทศไทยมีผลผลิตสัตว์น้้า
ประมาณ 2.6 เปอร์เซ็นต์ ของโลก และประมาณ 46.67 เปอร์เซ็นต์ ของภูมิภาคอาเซียน (กรมควบคุมมลพษิ, 
2554; เรืองไร และคณะ, 2558) เพื่อตอบสนองความต้องการของตลาด เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าส่วน
ใหญ่จึงหันมาเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในระบบหนาแน่น ( intensive culture system) กันมากข้ึน อย่างไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในระบบนี้ให้ประสบความส้าเร็จ เกษตรกรจ้าเป็นต้องมีการจัดการฟาร์มที่ดี เพื่อ
ป้องกันปัญหาเกี่ยวกับสุขภาพสัตว์น้้า เช่น การเกิดโรคที่อาจเกิดข้ึนตามมาในภายหลัง โดยโรคสัตว์น้้าที่
ส้าคัญในสัตว์น้้า ได้แก่ โรคติดเช้ือไวรัส ปรสิต รา และแบคทีเรีย  

โรคสเตรปโตคอคโคซีส (streptococcosis) เป็นโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย Streptococcus spp. 
โรคชนิดนี้สร้างความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า
ในระบบหนาแน่น มีรายงานการเกิดโรคติดเช้ือชนิดนี้ในสัตว์น้้าหลายประเทศทั่วโลก เช่น สิงคโปร์ (Foo et 
al., 1985) ซาอุดิอาระเบีย (Al-harbi, 1994) สหรัฐอเมริกา (Perera et al., 1994; Shoemaker et al., 
2000) สเปน (Domènech et al., 1996) ออสเตรเลีย (Bromage et al., 1999; Bowater et al., 2012) 
ญี่ปุ่น (Nguyen et al., 2001; 2002) คูเวต (Evans et al., 2002) และจีน (Li et al., 2013; Liu et al., 
2014) ในประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาบู่ทราย (Oxyeleotris marmoratus) 
(จิราพร และคณะ, 2529) ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) (สถาพร และเยาวนิตย์, 2530; เยาวนิตย์ และ
คณะ, 2543; เฉลิม และคณะ, 2548) และปลานิล (กิจการ และคณะ, 2549; Suanyuk et al., 2008; 
Suanyuk et al., 2010; Dangwetngam et al., 2016) 

ปัจจุบันโรคสเตรปโตคอคโคซีสที่พบในปลากะพงขาวและปลานิลที่เลี้ยงในประเทศไทยมีสาเหตุมา
จากแบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus spp. สองชนิด ได้แก่ S. agalactiae และ S. iniae โดยพบการระบาด
ของแบคทีเรีย S. iniae ในปลากะพงขาว ส่วนในปลานิลพบการระบาดของแบคทีเรีย S. agalactiae ใน
เกือบทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ และพบ S. iniae เพียงเล็กน้อย (นเรศ และคณะ, 2548; กิจการและคณะ, 
2549; Suanyuk et al., 2008; Suanyuk et al., 2010) อย่างไรก็ตามในปี พ.ศ. 2554 ถึงปี พ.ศ. 2558 
พบการตายของปลาหมอไทยและปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันในบ่อดินในฟาร์มของเกษตรกร บริเวณอ้าเภอสิชล 
จังหวัดนครศรีธรรมราช  การศึกษาเบื้องต้นพบว่าปลาป่วยด้วยโรคสเตรปโตคอคโคซีสซึ่งไม่เคยมีรายงานการ
เกิดโรคชนิดนี้ในปลาหมอไทยและปลาดุกอุยมาก่อนในประเทศไทย ดังนั้นเพื่อเป็นการรับมือกับปัญหาที่
ก้าลังเกิดข้ึนและอาจเกิดข้ึนต่อไปอีกในอนาคต จึงจ้าเป็นต้องศึกษาชนิดของแบคทีเรยี รวมทั้งการก่อโรคและ
ความรุนแรงของแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลา เพื่อเป็นข้อมูลและแนวทางในการ
ป้องกันโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต 
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2. วิธีการทดลอง 

1. ตัวอย่างปลาป่วยและการเก็บตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย 

เก็บตัวอย่างปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วยจากฟาร์มเลี้ยงปลาของเกษตรกร อ้าเภอสิชล จังหวัด
นครศรีธรรมราช มาบันทึกอาการของปลาป่วยอย่างละเอียดรวมทั้งวิเคราะห์คุณภาพน้้าเบื้องต้นได้แก่ ชนิด
ของแพลงก์ตอน ความเค็ม ความเป็นด่างทั้งหมด และความเป็นกรด-ด่าง โดยวิธีมาตรฐาน (Boyd and 
Tucker, 1992; APHA et al., 1998) จากนั้นแยกเช้ือแบคทีเรียจากเนื้อเยื่อตับ ไต ม้าม และสมอง ด้วยวิธี
ปลอดเช้ือ (aseptic technique) แล้วน้าไปเพาะบนอาหารเลีย้งเช้ือ Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เมื่อเช้ือเจริญบนอาหาร สุ่มเลือกโคโลนีจากจานเพาะเช้ือ มาย้อมสีแกรม เพื่อศึกษา
ลักษณะทางสันฐานวิทยาของเช้ือ จากนั้นน้าไปทดสอบการสร้างเอนไซม์คาตาเลส และน้ามาเลี้ยงบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ TSA จนได้เช้ือบริสุทธ์ิ เก็บในอาหารเลี้ยงเช้ือ Tryptic soy broth (TSB) ที่ผสมกลีเซอรอล 15 
เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน 

 
2. การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา กายภาพ ชีวเคมี และซีรั่มวิทยา 

คัดเลือกแบคทีเรียที่แยกได้จากปลาป่วยโดยการสุ่มให้ครอบคลุมทุกฟาร์มที่เก็บตัวอย่าง น้ามา
ทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ได้แก่ ลักษณะของโคโลนี  การติดสีแกรม  ความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือด 
การสร้างเอนไซม์คาตาเลส ออกซิเดส การทดสอบ VP, Hippurate, Esculin, Arginine การสร้างเอนไซม์ 
Decarboxylase การผลิต Pyrrolidonylarylamidase, -Galactosidase, -Glucuronidase, -
Galactosidase, Alkaline phosphatase, Leucine arylamidase ความสามารถในการหมัก Ribose, 
Arabinose, Mannitol, Sorbitol, Lactose, Trehalose, Inulin, Raffinose, Starch และ Glycogen 

ทดสอบคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของแบคทีเรียที่ คัดเลือกได้  ได้แก่ การทดสอบ Lancefield 
serogrouping โดยใช้ชุดทดสอบ SLIDEX Strep Plus (bioMérieux, France) และจ้าแนกซีโรไทป์ของ
แบคทีเรียโดยใช้ชุดทดสอบ Group B streptococci typing antisera (Denka Seiken Co. Ltd., Japan) 

น้าข้อมูลที่ได้มาจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใช้โปรแกรม APILABPLUS (bioMérieux, France) 
ร่วมกับต้ารา Bergey’s manual for determinative bacteriology (Hardie, 1986)  

 
3. การยืนยันชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

3.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

  น้าแบคทีเรียที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วยที่บริสุทธ์ิจ้านวน 126 ไอโซเลต
มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Berridge และคณะ (1998) น้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะใช้งานต่อไป 

3.2 ยีนเป้าหมาย ไพรเมอร์และสภาวะท่ีใช้ในการท า PCR 

  การทดลองครั้งนี้ใช้ไพรเมอร์ F1 (5’-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) และ IMOD (5’-
ACCAACATGTGTTAATTACTC-3’) ซึ่งมีความจ้าเพาะเจาะจงต่อยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย S. agalactiae 
(Martinez et al., 2001) ที่ความเข้มข้นของสารแต่ละชนิดประกอบด้วย Red Dye PCR MasterMix 
(GeNei TM) ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิด (ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 0.5 
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ไมโครลิตร น้้ากลั่นปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอที่สกัดได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิ
และเวลาของข้ันตอนต่างๆ ด้วยเครื่อง Thermal cyclers ภายใต้สภาวะ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที; denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที, annealing 
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ้านวน 
30 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  โดยใช้แบคทีเรีย S. agalactiae 
PSU-KSAAHRC-ST81 ซีโรไทป์ Ia และแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-ST87 ซีโรไทป์ III เป็น
แบคทีเรียเปรียบเทียบ เมื่อได้ตัวอย่างดีเอ็นเอจากการท้า PCR น้าไปตรวจสอบโดยใช้วิธีอิเลคโตรโฟรีซีสใน 
agarose gel เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ในบัฟเฟอร์ TBE (90 mM Tris, 90 mM borate and 2 mM 
ethlylenediaminetetraacetic acid, pH 8) และใช้ DNA molecular weight ขนาด 100 คู่เบส 
(Biolabs Inc., New England) เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนั้นน้าเจลไปย้อมสารละลายเอธิเดียมโบร
ไมด์ และตรวจสอบแถบสีที่ปรากฏเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธ์ุมาตรฐานภายใต้แสงอัตราไวโอเลต 
 
4.  การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rDNA และการท า Phylogenetic analysis 

 วิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน 16S rDNA ท้าโดยการสกัดดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิ โดยวิธีการ phenol-
chloroform (Ausubel et al., 1999) และเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA โดยวิธี PCR โดยใช้ไพร
เมอร์ 20F (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) และ 1500R (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 
(Weisburg et al., 1991) ที่ความเข้มข้นของสารแต่ละชนิดประกอบด้วย Red Dye PCR MasterMix 
(GeNei TM) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิด (ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร น้้ากลั่นปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอที่สกัดได้ปริมาตร 3 ไมโครลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิและ
เวลาของข้ันตอนต่างๆ ด้วยเครื่อง Thermal cyclers ภายใต้สภาวะ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 4 นาที; denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที, annealing ที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ้านวน 30 
รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  และใช้น้้ากลั่นเป็นชุดควบคุม
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR ไปตรวจสอบโดยโดยใช้วิธีอิเลคโตรโฟรีซีสใน agarose gel เข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ในบัฟเฟอร์ TBE และใช้ DNA molecular weight ขนาด 100 คู่เบส (Biolabs Inc., New 
England) เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน หลังจากนั้นท้าดีเอ็นเอที่ได้ให้บริสุทธ์ิด้วย Gel Extraction Kit 
(Qiagen) และวิเคราะห์ล้าดับเบส  โดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ 20F และ 1500R เป็นไพรเมอร์ จากนั้นน้า
ล้าดับเบสที่ได้เปรียบเทียบโดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, 
http://www.ncbi.nlm.nig.gov) และท้าการวิเคราะห์ phylogenetic analysis โดยใช้โปรแกรม 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) package 
 
5. การศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae  

ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาป่วยแต่ละ
ฟาร์ม จ้านวน 8 ไอโซเลต (ปลาหมอไทยป่วยจ้านวน 6 ไอโซเลต และปลาดุกอุยป่วยจ้านวน 2 ไอโซเลต) 
เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-ST81 ซีโรไทป์ Ia และแบคทีเรีย S. agalactiae 
PSU-KSAAHRC-ST87 ซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลป่วย (Suanyuk et al., 2008) โดยการสกัดดีเอ็นเอ
จากแบคทเีรียที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วยตามวิธีการของ Granlund และคณะ (2001) และ
ใช้เทคนิค PCR เพื่อเพิ่มจา้นวนดีเอ็นเอของยีนทีเ่กีย่วข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรยี S. agalactiae โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะเจาะจงต่อยีน ได้แก่ bca, lmb, scpB, bac และ group II intron GBSi1  (ตารางที่ 2)  
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โดยยีน bca ถอดรหัสเป็นโปรตีน Cα ซึ่งเกี่ยวข้องกับการบุกรุกเซลล์เยื่อบุ (Baron et al., 2007) ยีน bac 
ถอดรหัสเป็นโปรตีน Cβ ท้าหน้าที่จับกับ IgA ของมนุษย์ที่ต้าแหน่ง Fc และมีส่วนเกี่ยวข้องกับกลไกการ
ต้านทานระบบภูมิคุ้มกันที่เยื่อเมือก (Berner et al., 2002) ยีน lmb ถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ท้าหน้าที่เป็น
สื่อกลางใหแ้บคทเีรีย S. agalactiae จับกับลามินิน รวมทั้งเกี่ยวข้องกับการเพิ่มจา้นวนของแบคทีเรียและการ
ท้าลายเยื่อบุผิวของเจ้าบ้าน (Spellerberg et al., 1999) ยีน scpB ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ C5a peptidase 
ซึ่งท้าหน้าทีต่ัด C5a และเช่ือมกับไฟโบรเนคติน (fibronectin) (Beckman et al., 2002) และยีน GBSi1 ซึ่ง
เป็น group II intron มีต้าแหน่งถัดจากยีน scpB (Granlund et al., 2001; Al Safadi et al., 2010)   

เพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอที่สนใจโดยใช้เครื่อง MJ MiniTM thermal cycler (Bio-Rad) โดยใช้ RBC Blue 
Tag Mastermix (RBC Bioscience) ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์แต่ละชนิด (ความเข้มข้น 10 ไมโคร
โมลาร์) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร น้้ากลั่นปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอที่สกัดได้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร
ส้าหรับยีน bca, scpB, bac และ GBSi1 ควบคุมอุณหภูมิภายใต้สภาวะ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที, denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที, annealing 
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ้านวน 
35 รอบ และ final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ส้าหรับยีน lmb ควบคุมอุณหภูมิภายใต้
สภาวะ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, annealing ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, extension ที่อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จ้านวน 35 รอบ และ final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที โดย
ใช้น้้ากลั่นเป็นชุดควบคุม ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR จะน้าไปตรวจสอบโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีสใน 
agarose gel เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ในบัฟเฟอร์ TBE และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยการย้อมด้วย 
ethidium bromide และใช้ DNA molecular weight ขนาด 100 คู่เบส (GeneDirex®) เป็นแถบ
มาตรฐาน 

 
ตารางท่ี 2 ไพรเมอร์และยีนเป้าหมายที่ใช้ส้าหรับการเปรียบเทียบยีนที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของ

แบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วย 

ไพรเมอร์ ล าดับเบส (5’-3’) ยีนเป้าหมาย 
PCR  

amplicon  
(คู่เบส) 

อ้างอิง 

bca F CAGGAGGGGAAACAACAGTAC 
Bca 184 Dmitriev และคณะ (1999) 

bca R GTATCCTTTGATCCATCTGGATACG 

lmb F ACCGTCTGAAATGATGTGG 
Lmb 572 Jain และคณะ (2012) 

lmb R GATTGACGTTGTCTTCTGC 

scpB F ACAATGGAAGGCGCTACTGTTC 
ScpB 255 Dmitriev และคณะ (1999) 

scpB R ACCTGGTGTTTGACCTGAACTA 

bac F TGTAAAGGACGATAGTGTGAAGAC 
Bac 530 Dmitriev และคณะ (2002) 

bac R CATTTGTGATTCCCTTTTGC 

GBSi1F CGAGTGGATTGTGGACATTG 
GBSi1 197 Bidet และคณะ (2003) 

GBSi1R GTGATAGATTCCCGCCTTGA 
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6. การศึกษารูปแบบดีเอนเอของแบคทีเรียโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ศึกษารูปแบบดีเอนเอของแบคทีเรยี S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาป่วยแต่ละฟาร์ม จ้านวน 8 ไอ
โซเลต (ปลาหมอไทยป่วยจ้านวน 6 ไอโซเลต และปลาดุกอุยป่วยจ้านวน 2 ไอโซเลต) เปรียบเทียบกับ
แบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-ST81 ซีโรไทป์ Ia และแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-
KSAAHRC-ST87 ซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลป่วย (Suanyuk et al., 2008) โดยการสกัดดีเอ็นเอจาก
แบคทีเรียตามวิธีการของ Granlund และคณะ (2001) และเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA โดยวิธี 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 20F  และ 1500R (Weisburg et al., 1991) ตามวิธีการที่กล่าวมาแล้วข้างต้น จากนั้น
น้าตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR ไปตรวจสอบรูปแบบของดีเอนเอโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ 
HaeIII (5’-GGCC-3’) ตามวิธีการที่ระบุในเอกสาร (Thermo Scientific) ก่อนน้าดีเอนเอที่ได้ไปตรวจสอบ
โดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีสใน agarose gel เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในบัฟเฟอร์ TBE และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
โดยการย้อมด้วย ethidium bromide และใช้ DNA molecular weight ขนาด 100 คู่เบส (GeneDirex®) 
เป็นแถบมาตรฐาน 

 
7. การทดสอบความไวของแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี Disc diffusion method  

 ทดสอบความไวของแบคทีเรีย S. agalactiae ต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี Disc diffusion method 
(CLSI, 2012) โดยน้าแบคทีเรียบริสุทธ์ิที่แยกได้จากปลาป่วยแต่ละฟาร์มจ้านวน 20 ไอโซเลต ที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือTSA มาละลายในน้้าเกลือปลอดเช้ือเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มีความทึบแสงเท่ากับ
สารละลายมาตรฐาน McFarland เบอร์ 0.5 แล้วใช้ไม้พันส้าลีปลอดเช้ือจุ่มลงในสารละลายที่เตรียมไว้ น้ามา
เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Mueller Hinton Agar ที่ผสมเม็ดเลือดแดงแกะ 5 เปอร์เซ็นต์ ให้ทั่วจานเพาะ
เช้ือ และน้าแผ่นยาปฏิชีวนะ (Oxoid) ชนิดต่างๆ ทั้งที่อนุญาตและไม่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 
จ้านวน 9 ชนิด ได้แก่ ออกโซลินิค แอซิด (Oxolinic acid: 2 µg) ซัลฟาเมธทอกซาโซล/ไตรเมโธพริม 
(Sulfamethoxazole /Trimethoprim: 25 µg) อิริโทรมัยซิน (Erythromycin: 15 µg) คลอแรมเฟนิคอล 
(Chloramphenicol: 30 µg), ลินโคมัยซิน (Lincomycin: 2 µg) ออกซี่เตตร้าซัยคลิน (Oxytetracycline: 
30 µg) นอร์ฟลอกซาซิน (Norfloxacin 10 µg) แอมพิซิลลิน (Ampicillin: 10 µg) และซิโปรฟลอกซาซิน 
(Ciprofloxacin: 5 µg) วางบนอาหารที่เกลี่ยสารละลายแบคทีเรีย น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 24-48 ช่ัวโมง ก่อนวัดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใส (Clear zone) ที่เกิดข้ึน แปลผลเป็นแบคทีเรียดื้อยา ปาน
กลาง หรือไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยการเปรียบเทียบกับตารางมาตรฐาน (CLSI, 2012) โดยใช้แบคทีเรียสาย
พันธ์ุมาตรฐาน S. aureus ATCC25923 เป็นแบคทีเรียควบคุม 
 
8. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาหมอไทย 

 อนุบาลลูกปลาหมอไทยที่ซื้อมาจากฟาร์มเลี้ยงปลาในจังหวัดนครศรีธรรมราช ตามวิธีการของ 
Suwannasang และคณะ (2014) โดยน้าลูกปลาน้้าหนักประมาณ 3 กรัม มาอนุบาลในถังไฟเบอร์ขนาด 3 
ตัน ให้อากาศตลอดเวลา ที่อุณหภูมิ 26-28 องศาเซลเซียส ความหนาแน่น 0.33 ตัวต่อลิตร และถ่ายน้้า 2 
วันต่อครั้ง ในปริมาตร 80 เปอร์เซ็นต์ของน้้าทั้งหมด ระหว่างการเลี้ยงให้อาหารวันละ 2 ครั้ง (เช้า-เย็น) โดย
ให้ปลากินจนอิ่ม ก่อนการทดลอง สุ่มปลามาตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus spp. โดยน้าตับ ไต 
และสมองของปลามาเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง 
โดยต้องไม่พบแบคทีเรีย Streptococcus spp. เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  
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 น้าแบคทีเรีย S. agalactiae บริสุทธ์ิที่คัดเลือกจากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยปว่ยจากแต่ละฟารม์ 
จ้านวน 20 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการก่อโรคตามวิธีการที่ดัดแปลงจากเฉลิมและคณะ (2548) 
โดยเลี้ยงปลาหมอไทยน้้าหนักเฉลี่ย 24.25±3.84 กรัม ในถังไฟเบอร์ขนาด 45x60x45 เซนติเมตร ซึ่งบรรจุ
น้้า 60 ลิตร จ้านวน 21 ถังๆ ละ 5 ตัว เป็นเวลานานอย่างน้อย 1 สัปดาห์ก่อนการทดลอง จากนั้นเลี้ยง
แบคทีเรีย  S. agalactiae ในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง และ
แยกเซลล์แบคทีเรียโดยการหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ก่อนละลายด้วยสารละลาย 
Phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) ปรับความเข้มข้นปรับความเข้มข้นของแบคทีเรียให้ได้ประมาณ 
107 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร แล้วน้าไปฉีดเข้าช่องท้องปลา (intraperitoneal injection) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร
ต่อตัว โดยใช้เข็มฉีดยาขนาด 25Gx1 นิ้ว และกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ชุดควบคุมฉีดปลา
ด้วยสารละลาย PBS เข้าช่องท้องปลาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว สังเกตอาการและบันทึกอัตราการตาย
เป็นเวลา 14 วัน ยืนยันสาเหตุการตายของปลาโดยน้าปลาใกล้ตายหรือตายใหม่ๆ มาเพาะเช้ือจาก ตับ ไต 
และสมอง บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA บ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง และจ้าแนกชนิด
เช้ือโดยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีร่วมกับชุดทดสอบ API20 STREP วัดระดับความรุนแรงของ
แบคทีเรีย S. agalactiae แต่ละไอโซเลตโดยก้าหนดให้แบคทีเรียมคีวามรุนแรงสูง (strongly virulent) เมื่อ
ท้าให้ปลาตายอย่างน้อย 4 ตัว แบคทีเรียมีความรุนแรง (virulent) เมื่อท้าให้ปลาตาย 2-3 ตัว แบคทีเรียมี
ความรุนแรงต่้า (weakly virulent) เมื่อท้าให้ปลาตาย 1 ตัว และแบคทีเรียไม่มีความรุนแรง (avirulent) 
เมื่อไม่พบการตายของปลา แบคทีเรียที่มีความรุนแรงสูงสุดจะถูกน้าไปใช้ส้าหรับการทดลองต่อไป 
 
9. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ 
 

ศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อโดยเตรียมตัวอย่างตามวิธีมาตรฐาน (Humason, 1979) และน้า
ตัวอย่างปลาที่แสดงอาการของโรคชัดเจนจากการทดลองรวมทั้งที่เก็บได้จากธรรมชาติ มาตัดตับ ไต สมอง 
ม้ามและเหงือก ดองในฟอร์มาลินเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อ เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จึง
น้าอวัยวะทั้งหมดมาผ่านข้ันตอนการท้าเนื้อเยื่อ โดยใช้เครื่อง Automatic Tissue Processor (Autotechnicon 
MonoMOD. 2A) โดยผ่านระดับความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ต่างๆ จาก 50 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ เพื่อดึงน้้า
ออกจากเซลล์ แล้วผ่านลงในไอโซโพรพิลและไซลีน และฝังในพาราพลาส แล้วน้ามาตัดด้วยเครื่องไมโครโตม 
(Jung AG Heidelberg) หนา 3 – 5 ไมครอน ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซนิ (H&E) และตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ (Olympus, AX70) และถ่ายภาพด้วยกล้อง Cooled CCD 
(Olympus, DP71) 
 
3. ผลการทดลอง 
 
1. ตัวอย่างปลาป่วยและการเก็บตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย 

การศึกษาครัง้นี้ไดเ้ก็บตัวอย่างแบคทีเรยีจากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยปว่ยทีเ่ลี้ยงในบ่อดิน อ. สิชล 
จังหวัดนครศรีธรรมราช ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2554 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2558 (ตารางที่ 3) โดย
สามารถแยกแบคทีเรียได้เจริญค่อนข้างบริสุทธ์ิบนอาหารเลี้ยงเช้ือ และคัดเลือกได้จ้านวน 126 ไอโซเลต 
อาการของปลาหมอไทยป่วยที่พบ ได้แก่ ครีบกร่อน เลือดออกบริเวณล้าตัว รูทวารและครีบ ตับซีด ท้องบวม 
และมีน้้าขังในช่องท้อง ส่วนปลาดุกอุยป่วยมีแผลถลอกบริเวณล้าตัว และตับซีด (ภาพที่ 1) 
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ตารางท่ี 3 การเกบ็ตัวอย่างปลาป่วยที่ใช้ในการศึกษาในครัง้นี้ 

วันท่ี สถานท่ี (จ านวนฟาร์ม) ปลา 
จ านวนเชื้อ 
(ไอโซเลต) 

ระบบ
การเลี้ยง 

20 ตุลาคม 2554 
อ. สิชล  

จ. นครศรีธรรมราช (2) 
ปลาหมอไทย 41 

บ่อดิน 
ปลาดุกอุย 13 

26 ตุลาคม 2554 
อ. สิชล  

จ. นครศรีธรรมราช (1) 
ปลาหมอไทย 21 

บ่อดิน 
ปลาดุกอุย 1 

6 สิงหาคม 2555 
อ. สิชล 

 จ. นครศรีธรรมราช (3) 
ปลาหมอไทย 38 

บ่อดิน 

29 พฤษภาคม 2558 
อ. สิชล  

จ. นครศรีธรรมราช (1) 
ปลาหมอไทย 9 

บ่อดิน 
ปลาดุกอุย 3 

 
 
 

 
 
ภาพท่ี 1 อาการของปลาหมอไทย (บน) และปลาดุกอุย (ล่างซ้าย) ที่ป่วยด้วยโรคสเตรปโตคอคโคซีสและ

แบคทีเรีย Streptococcus spp. (ล่างขวา) จ้านวนมากที่แยกได้จากตับ ไตและสมองของปลาป่วย 
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2. การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา กายภาพและชีวเคมี 

การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา กายภาพและชีวเคมี  จากแบคทีเรียที่สุ่มเลือกจากแต่ละ
ฟาร์ม  พบแบคทีเรียเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA มีลักษณะโคโลนีสีขาวขุ่น ขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร ติดสีแกรมบวก รูปกลม เรียงตัวต่อกันเป็นโซ่ การทดสอบคุณสมบัติการสร้าง
เอนไซม์คะตาเลสให้ผลเป็นลบ และไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแกะได้ (-haemolysis) การทดสอบ 
Lancefield serogrouping พบเป็นกลุ่ม B และจ้าแนกซีโรไทป์เป็นซีโรไทป์ Ib คุณสมบัติอื่นๆ ดังแสดงใน
ตารางที่ 4 การจ้าแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีพบเป็นแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
 
3. การยืนยันชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR 

การใช้เทคนิค PCR เพื่อยืนยันชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วยพบ
แถบขนาด 220 คู่เบส ที่มีความจ้าเพาะต่อยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย S. agalactiae โดยเทคนิค PCR 
สามารถยืนยันชนิดของแบคทีเรีย S. agalactiae ทั้ง 126 ไอโซเลตที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย
ป่วย รวมทั้งแบคทีเรีย S. agalactiae สายพันธ์ุมาตรฐานจ้านวน 2 ไอโซเลตที่แยกได้จากปลานิล (ภาพที่ 2) 
 
4. การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rDNA และการท า Phylogenetic analysis 

ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน 16S rDNA โดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 20F และ 1500R 
แสดงดังภาพที่ 3 พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากการศึกษาในครั้งนี้ มีล้าดับเบส
เหมือนกับแบคทีเรีย S. agalactiae FO393392 S. agalactiae CP007482 S. agalactiae HF952106 
และ S. agalactiae  HG939456 คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ การท้า Phylogenetic tree บนพื้นฐานของยีน 
16S rDNA จึงสามารถจัดกลุม่แบคทเีรยี S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298  อยู่ในกลุ่มเดียวกับแบคทีเรีย 
S. agalactiae FO393392 S. agalactiae CP007482 S. agalactiae HF952106 และ S. agalactiae 
HG939456 (ภาพที่ 4)  

   
5. การศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae 

 การศึกษาจีโนไทป์ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย พบเพียงยีน 
bca และไม่พบยีน bac, GBSi1, scpB และ lmb จากแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทย
และปลาดุกอุย แตกต่างจากแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลานิลที่พบยีน bca, bac และ GBSi1 
จากแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และพบยีน bca, scpB และ lmb จากแบคทีเรีย S. agalactiae 
ซีโรไทป์ III (ภาพที่ 2) 
 
6. การศึกษารูปแบบดีเอนเอของแบคทีเรียโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 การศึกษารูปแบบดีเอนเอของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย หลัง
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ HaeIII พบแบคทีเรีย S. agalactiae ทุกไอโซเลตที่ใช้ในการทดลอง รวมทั้ง
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไปท์ Ia และ III ที่แยกได้จากปลานิล มีรูปแบบดีเอ็นเอไม่แตกต่างกัน (ภาพที่ 
5)
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    ตารางท่ี 4 คุณสมบัตทิางสัณฐานวิทยา ซีรั่มวิทยา และชีวเคมี ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วย 

       Eldar และคณะ (1994)

Test Present isolates 
S.difficile* 

 

Test Present isolates 
S.difficile* 

 
Climbing 

perch 
(n= 16) 

Günther’s walking 
catfish 
(n=4) 

Climbing perch 
(n= 16) 

Günther’s 
walking catfish 

(n=4) 
Gram staining reaction + + + Alkaline phosphatase + + + 
Cell morphology Cocci Cocci Cocci Leucine aminopeptidase + + + 
Catalase - - - Arginine dihydrolase + + + 
Oxidase - - nt Acid production from    
Serogroup B B nt -  Ribose - - + 
Serotype  Ib Ib nt  - Arabinose - - - 
Haemolysis Ƴ Ƴ Ƴ  - Mannitol - - - 
VP test + + +  - Sorbital - - - 
Hippurate + + -  - Lactose - - - 
Esculin - - -  - Trehalose - - - 
Pyrrolidonyl arylamidase - - -  - Inulin - - - 
α-Galactosidase - - -  - Raffinose - - - 
β-Glucuronidase + + -  - Starch - - - 
β-Galactosidase - - -  - Glycogen - - - 
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ภาพท่ี 2 ผล PCR ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย โดยใช้ไพร์เมอร์

ที่จ้าเพาะต่อยีน bca, lmb, scpB, bac, GBSi1 และ 16s rRNA L; 100 bp DNA ladder, Ia;  
S. agalactiae serotype Ia, III; S. agalactiae serotype III, 224, 263, 298, 308, 325 และ 
421; S.agalactiae serotype Ib จากปลาหมอไทย, 252 และ 430; S. agalactiae serotype 
Ib จากปลาดุกอุย, N; Negative control (DDW) 

 

 

ภาพท่ี 3 ล้าดับเบสของยีน 16s rDNA ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาป่วย 
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ภาพท่ี 4 Phylogenetic tree บนฐานของล้าดับเบสของยีน 16s rDNA ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่

แยกได้จากปลาป่วย (S. agalactiae KSAAHRC-298) เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย S. agalactiae 
และแบคทีเรียชนิดอื่นๆ จากฐานข้อมูล Genbank   
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ภาพท่ี 5 รูปแบบดีเอนเอของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย หลังการ

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ HaeIII  Lane 1; 100 bp DNA ladder, Lane 2; S. agalactiae 
serotype Ia, Lane 3; S. agalactiae serotype III, Lane 4-9; S.agalactiae serotype Ib 
จากปลาหมอไทย, Lane 10-11; S. agalactiae serotype Ib จากปลาดุกอุย 

 
7. การทดสอบความไวของแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี Disc diffusion method  

การทดสอบความไวของแบคทีเรีย S. agalactiae ต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าแบคทีเรียมีความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ 4 ชนิด ได้แก่ คลอแรมเฟนิคอล อิริโทรมัยซิน ออกซี่เตตร้าซัยคลิน และลินโคมัยซิน และดื้อต่อยา
ปฏิชีวนะ 2 ชนิด คือออกโซลินิค แอซิด และซัลฟาเมธทอกซาโซล/ไตรเมโธพริม (ตารางที่ 5) 
 
8. การทดสอบการก่อโรค 

การทดสอบความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาหมอไทยโดยวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง 
พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ทั้ง 20 ไอโซเลตมีความรุนแรงสูง ท้าให้ปลาหมอไทยตาย 80-100 
เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 7 วัน (ภาพที่ 6) โดยปลาหมอไทยที่ติดเช้ือมีอาการเซื่องซึม ล้าตัวสีคล้้า ตาขุ่น ว่าย
น้้าควงสว่าน เลือดออกที่รูทวารและเยื่อหุ้มสมองการศึกษาครั้งนี้ไม่พบการตายของปลาหมอไทยที่ฉีดด้วย
สารละลาย PBS และพบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298  ที่แยกได้จากปลาหมอไทยป่วย 
และแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-252 ที่แยกได้จากปลาดุกอุยป่วยมีความรุนแรงสูงที่สุด โดย
ท้าให้ปลาหมอไทยตาย 100 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 3 วัน ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทีเรยี S. agalactiae PSU-
KSAAHRC-298 ส้าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป  
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ตารางท่ี 5 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย S.agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยป่วย 

 
Antibiotic disc(µg) 

Resistance Intermediate Sensitive 

Number of 
isolate 

Percent 
(%) 

Number of 
isolate 

Percent 
(%) 

Number of 
isolate 

Percent 
(%) 

Oxolinic acid (2) 20 100     

Sulfamethoxazole/ 
Trimethoprim (25) 

20 100     

Chloramphenicol (30)     20 100 

Lincomycin (2)     20 100 

Oxytetracycline (30)     20 100 

Norfloxacin (10)   4 20 16 80 

Ampicillin (10) 4 20 5 25 11 55 

Ciprofloxacin (5)   9 45 11 55 

Erythromycin (15)     20 100 

 
 

 
 

 
ภาพท่ี 6 อัตรารอดของปลาหมอไทยจากการทดสอบการก่อโรคของแบคทเีรีย S. agalactiae ที่แยกได้จาก

ปลาหมอไทย และปลาดุกอุยโดยวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง 
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9. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ 
 
 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาหมอไทยที่ติดแบคทีเรีย S. agalactiae พบการ
เปลี่ยนแปลงเกิดข้ึนในอวัยวะภายในหลายอวัยวะ เช่น สมอง ตา หัวใจ ไต ตับ และม้าม โดยลักษณะทาง
พยาธิสภาพที่พบมีรายละเอียดดังนี้ 
 8.1 สมอง พบการอักเสบอย่างรุนแรงบริเวณเยื่อหุ้มสมอง (meningitis) เนื่องจากการติดเช้ือ
แบคทีเรีย โดยมีเม็ดเลือดแดงแทรกบริเวณเยื่อหุ้มสมองเป็นจ้านวนมาก (ภาพที่ 7) 
 8.2 ตา พบการมีเลือดออก (haemorrhage) และเสื่อมสลายของตาโดยมีเม็ดเลือดแดงจ้านวนมาก
แทรกบริเวณเรตินา (ภาพที่ 8) 
 8.3 หัวใจ พบอักเสบอย่างรุนแรงบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจ (pericarditis) เนื่องจากการติดเช้ือแบคทีเรีย 
โดยมีเม็ดเลือดแดงแทรกบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจเป็นจ้านวนมาก นอกจากนี้ยังพบการเกิด กรานูล (granuloma 
formation) บริเวณกล้ามเนื้อหัวใจ (ภาพที่ 9) 
 8.4 ไต พบการอักเสบและมีเลือดออก (haemorrhage) จากการติดเช้ือแบคทีเรียบริเวณไต
ตอนท้าย โดยมีเม็ดเลือดแดงแทรกตัวเป็นจ้านวนมาก (ภาพที่ 10) 
 8.5 ตับ การติดเช้ือแบคทีเรียท้าให้โครงสร้างของตับเปลี่ยนแปลง โดยพบช่องว่าง ( vacuole) ใน
เซลล์ตับเป็นจ้านวนมาก (ภาพที่ 11) 
 8.6 ม้าม พบการเสื่อมสลาย (degeneration) และมีเลือดออก (haemorrhage) โดยพบการแทรก
ตัวของเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวเป็นจ้านวนมากบริเวณม้าม (ภาพที่ 12) 
 

 
 
ภาพท่ี 7 เนื้อเยื่อสมองของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีการอักเสบบริเวณ

เยื่อหุ้มสมอง โดยมีเม็ดเลือดแดง (ศรช้ี) แทรกบริเวณเยื่อหุ้มสมองเป็นจ้านวนมาก (H&E, Bar = 
50 µm) 
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ภาพท่ี 8 เนื้อเยื่อตาของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีเลือดออก และเสื่อม

สลายของตาโดยมีเม็ดเลือดแดง (ดอกจัน) จ้านวนมากแทรกบริเวณเรตินา (H&E, Bar = 50 µm) 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 9 เนื้อเยื่อหัวใจของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib (a) มีการอักเสบ
อย่างรุนแรงบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจ โดยมีเม็ดเลือดแดง (ศรช้ี) แทรกบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจเป็นจ้านวน
มาก และ (b) พบการเกิดกรานูล (ดอกจัน) บริเวณกล้ามเนื้อหัวใจ (H&E, Bar = 100 µm) 
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ภาพท่ี 10 เนื้อเยื่อไตตอนท้ายของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีการอักเสบ
และมีเลือดออกจากการติดเช้ือแบคทีเรียบริเวณไตตอนท้าย โดยมีเม็ดเลือดแดง (ดอกจัน) แทรก
ตัวเป็นจ้านวนมาก (H&E, Bar = 50 µm) 

 

 
 
ภาพท่ี 11 เนื้อเยื่อตับของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบช่องว่าง (ศรช้ี) ใน

เซลล์ตับเป็นจ้านวนมาก (H&E, Bar = 10 µm) 
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ภาพท่ี 12 เนื้อเยื่อม้ามของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบการเสื่อมสลาย 
(D) และมีเลือดออก โดยพบการแทรกตัวของเม็ดเลือดแดง (ศรสีด้า) และเม็ดเลือดขาว (ศรสีขาว) 
เป็นจ้านวนมากบริเวณม้าม (H&E, Bar = 50 µm) 

 
 
4. วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเป็นกิจกรรมทางการเกษตรที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจและสังคมของ
ประเทศเป็นอย่างมาก โดยสัตว์น้้าส้าคัญที่นิยมเลี้ยงในประเทศไทย ได้แก่ กุ้งทะเล ปลานิล ปลากะพงขาว 
ปลากะรัง ปลาสวาย ปลาดุก และปลาหมอไทย เป็นต้น ปัจจุบันการเลี้ยงปลาหมอไทยร่วมกับปลาดุกอุย
ได้รับความนิยมค่อนข้างมากในภาคใต้ของประเทศไทย เนื่องจากปลาดุกอุยเป็นปลาที่มีนิสัยหากินบริเวณพื้น
ท้องน้้า ซึ่งสามารถกินอาหารเหลือจากปลาหมอไทยได้ นอกจากนี้ยังสามารถเพาะเลี้ยงปลาดุกในความ
หนาแน่นสูงภายใต้สภาวะที่น้้ามีคุณภาพต่้า (Wattanutchariya, 1982) อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงปลา
หมอไทยและปลาดุกอุยภายใต้สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม อาจส่งผลให้ปลามีความเครียดและติดโรคได้ง่าย 
โดยโรคที่พบในปลาหมอไทยและปลาดุกได้แก่ โรคติดเช้ือแบคทีเรียแอโรโมแนส (motile Aeromonas 
septicemia) (Angka et al., 1995) โรคหางและครีบกร่อน (tail and fin rot disease) (Rahman et al., 
2010) โรค enteric septicemia of catfish (Suanyuk et al., 2014) และโรคสเตรปโตคอคโคซีส (Dung 
and Duy, 2013) 
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โรคสเตรปโตคอคโคซีสเป็นโรคติดเช้ือแบคทีเรียที่ส่งผลกระทบอย่างรุนแรงในปลา ทั้งปลาน้้าจืด  
น้้ากร่อย และน้้าเค็ม โรคชนิดนี้มีสาเหตุจากแบคที เรีย Streptococcus spp. ซึ่ งจัดอยู่ ในวงศ์ 
Streptococcaceae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม (สุบัณฑิต, 2555) สามารถจ้าแนกได้หลายกลุ่มโดยอาศัย
ความแตกต่างของ carbohydrate antigen ที่ผิวเซลล์ (Lancefield., 1933) โดยแบคทีเรีย Streptococcus 
spp. ที่ส้าคัญที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาได้แก่ S. iniae, S. dysgalactiae, S. parauberis 
และ S. agalactiae  

โรคสเตรปโตคอคโคซีสที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย S. agalactiae สร้างปัญหาอย่างมากต่อการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าหลายชนิดทั่วโลก ล่าสุดมีรายงานการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ในกุ้งขาว ปลา
ซาบะ และปลาเก๋าหยก (Hasson et al., 2009; Geng et al., 2012; Liu et al., 2014) ในปี พ.ศ. 2554 
พบการตายของปลาหมอไทยและปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันในบ่อดิน ของฟาร์มเลี้ยงปลาบริเวณอ้าเภอสิชล 
จังหวัดนครศรีธรรมราช โดยปลาที่ติดเช้ือมีอาการของโรคสเตรปโตคอคโคซีส ซึ่งพบการระบาดเรื่อยมาจนถึง
ปี พ.ศ. 2555 และ 2558 การจ้าแนกชนิดแบคทีเรียที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยโดยใช้วิธีการ
จ้าแนกตามต้ารา Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่แยกได้มี
คุณสมบัติทางชีวเคมีคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย S. difficilis (synonym S. difficile) ที่แยกได้จากปลาใน
ประเทศอิสราเอลที่มีอาการเยื่อหุ้มสมองอักเสบ (Eldar et al., 1994)  ซึ่งต่อมา Vandamme และคณะ 
(1997) พบว่าแบคทีเรีย S. difficilis เป็นแบคทีเรีย Streptococcus กรุ๊ป B  ซีโรไทป์ Ib นอกจากนี้ 
Berridge และคณะ (2001) และ Kawamura และคณะ (2005) ยังพบว่าแบคทีเรีย S. difficilis และ  
S. agalactiae เป็นชนิดเดียวกัน โดยอาศัยความคล้ายคลึงของล้าดับเบสของยีน 16s-23s rDNA และยีน 
16s rRNA, gyrb, soda, gyrA และ parC ตามล้าดับ 

 ปัจจุบันสามารถแบ่งแบคทีเรีย S. agalactiae ได้เป็น10 ซีโรไทป์ ได้แก่ ซีโรไทป์ Ia Ib และ II ถึง 
IX โดยอาศัยความแตกต่างขององค์ประกอบของสารโพลีแซคคาไรด์ที่แคปซูล (capsular polysaccharide) 
(Slotved et al., 2007) และมีเพียง 3 ซีโรไทป์ ที่ก่อโรคในปลา ได้แก่ ซีโรไทป์ Ia, Ib และ III (Vandamme 
et al., 1997; Evans et al., 2008; Suanyuk et al., 2008; Suwannasang et al., 2014) การศึกษาครั้ง
นี้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย มีองค์ประกอบของสาร
โพลีแซคคาไรด์ที่แคปซูลจัดอยู่ในซีโรไทป์ Ib ปัจจุบันมีการรายงานพบแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
ในปลาหลายชนิด ได้แก่ ปลาหมอทะเล (Epinephelus lanceolatus) ในประเทศออสเตรเลีย (Bowater 
et al., 2012) ปลานิลในประเทศจีน (Li et al., 2013) ฮอนดูรัส โคลัมเบีย คอสตา ริก้า และเบลเยี่ยม 
รวมถึง ปลาโรซีบาร์บ (Pethia conchonius) และปลาหมอแคระ (Mikrogeophagus ramirezi) ใน
ประเทศออสเตรเลีย (Delannoy et al., 2013) ส้าหรับประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโค
ซีสในปลาที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย S. agalactiae เพียง 2 ซีโรไทป์ ได้แก่ ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III 
(Suanyuk et al., 2008; Rodkhum et al., 2011; Suwannasang et al., 2014; Dangwetngam et 
al., 2016) แตย่ังไม่มีรายงานการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในสัตว์น้้า รายงานฉบับนี้จึง
เป็นการรายงานครั้งแรกของการติดเช้ือแบคทีเรยี S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหมอไทยและปลาดุกอยุ
ที่เลี้ยงร่วมกัน ความแตกต่างทางซีโรไทป์ของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาป่วยที่ได้จาก
การศึกษาครั้งนี้สนับสนุนการศึกษาก่อนหน้านี้ที่รายงานว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ก่อโรคในปลาที่
เพาะเลี้ยงในประเทศไทยมีแหล่งที่มาต่างกัน (Suanyuk et al., 2008) 

 ปัจจุบันการใช้เทคนิค multilocus sequence typing (MLST) และ genotyping สามารถแบ่ง
แบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและปลาออกเป็น 4 กลุ่ม โดยมีหนึ่งกลุ่มที่เป็น
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib  ที่แยกได้จากปลาและไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ ถูกจัดอยู่
ในกลุ่ม ST260 และ ST261 ซึ่งแตกต่างกับแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากมนุษย์ และไม่พบยีนที่
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ถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ผิวเซลล์ (surface protein genes) หรือยีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ (mobile 
genetic elements) ที่ท้าการศึกษา (Delannoy et al., 2013) อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้พบยีน bca 
จากแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย 
S.agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จดัอยู่คนละกลุ่ม
กับแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและปลา ที่ได้จากการศึกษาของ Delannoy 
และคณะ (2013) การศึกษาต่อไปเกี่ยวกับการใช้เทคนิค MLST และ genotyping ของแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้อาจท้าให้เข้าใจ
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการระหว่างแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib กับ ปลา สัตว์น้้าชนิดอื่น และ
มนุษย์ได้ดียิ่งขึ้น 

 การศึกษาครั้งนี้ไม่พบความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอระหว่างแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้
จากปลาหมอไทย ปลาดุกอุย และปลานิลเมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ HaeIII แต่พบว่าแบคทีเรีย  
S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุยมียีนที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงแตกต่างกับ
แบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลานิล แบคทีเรีย S. agalactiae สามารถสร้างปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับ
ความรุนแรงได้หลากหลายชนิด ส่งผลให้ปลาที่ติดเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้มีอาการของโรคแตกต่างกัน ปัจจุบันมี
การศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหลายการศึกษา 
(Suanyuk et al., 2008; Delannoy et al., 2013; Kayansamruaj et al., 2014) การศึกษาครั้งนี้พบยีน 
bca จากแบคทีเรีย S. agalactiae ทุกไอโซเลตที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย รวมทั้งแบคทีเรีย 
S. agalactiae ที่แยกได้จากปลานิลจากการศึกษาก่อนหน้านี้ (Suanyuket al., 2008) ช้ีให้เห็นว่ายีน bca 
อาจมีบทบาทส้าคัญในการก่อโรคของแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลา อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไม่พบ
ยีน bac,lmb, scpB และ GBSi1 ในแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย 
ช้ีให้เห็นว่ายีนเหล่าน้ีไม่เกี่ยวข้องกับการก่อโรคของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหมอไทย
และปลาดุกอุย นอกจากนี้การตรวจพบยีน bca bac และ GBSi1 ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia 
และยีน bca ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เหมือนกับ
ยีนที่ตรวจพบในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลที่ติดเช้ือใน
ประเทศไทยและประเทศเวียดนาม ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III ที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้อาจจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับแบคทีเรีย S. agalactiae ที่รายงานไว้โดย Delannoy และ
คณะ (2013) การตรวจพบยีน bca และ bac ในแบคทีเรีย S. agaactiae ซีโรไทป์ Ia และยีน bca ใน
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib และซีโรไทป์ III สนับสนุนการค้นพบของ Delannoy และคณะ 
(2013) ที่ว่าในแบคทีเรีย S. agalactiae จะพบยีน bac ร่วมกับยีน bca เสมอ และสามารถพบยีน bca ได้
โดยไม่พบยีน bac 

 ยีน scpB และยีน lmb ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ C5a-peptidese และ laminin binding protein 
ตามล้าดับ (Granlund et al., 2001) การศึกษาครั้งนี้พบยีน scpB และยีน lmb ในแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลเท่านั้น ช้ีให้เห็นว่ายีนเหล่าน้ีอาจเกี่ยวข้องกับการก่อโรคของ
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ III ในปลา การศึกษาครั้งนี้ตรงกับการศึกษาของ Kayansamruaj และ
คณะ (2014) ที่พบยีน scpB และ lmb ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ III แต่ไม่พบในแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia ที่แยกได้จากปลา โดยทั่วไปสามารถตรวจพบยีน scpB และ lmb ในแบคทีเรีย 
Streptococccus ทุกสายพันธ์ุที่แยกได้จากมนุษย์ แต่จะพบยีนเหล่าน้ีเพียง 20-39 เปอร์เซ็นต์ ในแบคทีเรีย 
Streptococccus ที่ก่อโรคในสัตว์ (Franken et al., 2001; Dmitriev et al., 2002) ระหว่างยีน scpB 
และ lmb มักเป็นต้าแหน่งที่มียีน IS1548 หรือ GBSi1 แทรกอยู่ (Al Safadi et al., 2010) การศึกษาครั้งนี้
ไม่พบยีน scpB lmb และ GBSi1 ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและ
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ปลาดุกอุย แต่พบเพียงยีน GBSi1 ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และพบยีน scpB และ lmb แต่
ไม่พบยีน GBSi1 ในแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิล การศึกษาในอนาคตเกี่ยวกับ
ยีนที่อยู่ระหว่างยีน scpB และ lmb ในแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลา จึงมีความจ้าเป็นและ
อาจท้าให้เข้าใจถึงบทบาทของการยึดเกาะและการบกุรุกของแบคทีเรีย S. agalactiae ต่อเจ้าบ้านได้ดียิ่งขึ้น 

การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่ได้จากการศึกษาครัง้
นี้พบแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ คลอแรมเฟนิคอล อิริโทรมัยซิน ลินโค
มัยซิน และออกซี่เตตร้าซัยคลิน แต่ต้านทานยาปฏิชีวนะ ออกโซลินิค แอซิด และซัลฟาเมธทอกซาโซล/ไตร
เมโธพริม คล้ายคลึงกับการรายงานการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ในฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาจะละเม็ด
ขาว (Pampus argenteus) ในประเทศคูเวต (Duremdez et al., 2004) และแบคทีเรีย S. agalactiae ซี
โรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III ที่แยกได้จากปลานิลในประเทศไทย (Dangwetngam et al., 2016) ยาปฏิชีวนะ
ออกโซลินิค แอซิดที่เป็นยาในกลุ่มควิโนโลน การดื้อยาปฏิชีวนะชนิดนี้ เกิดข้ึนโดยแบคทีเรียเปลี่ยนแปลง
เป้าหมายและการซึมผ่านของยา รวมทั้งการมี พลาสมิดที่มียีนดื้อยา (Hooper, 2003) การดื้อยาปฏิชีวนะ
ซัลฟาเมธทอกซาโซล/ไตรเมโธพริม หรือเรียกว่า ยาโค-ไตรม็อกซาโซล (co-trimoxazole) เกิดข้ึนได้โดยการ
ขัดขวางการซึมผ่านและ/หรือการขับยาออกจากเซลล์ (efflux pumps) และขัดขวางหรือควบคุมการท้างาน
ของยาโดยเอนไซม์ของแบคทีเรีย (Huovinen, 2001) ปัจจุบันมีการใช้ยาปฏิชีวนะ เช่น เอนโรฟลอกซาซิน 
(Enrofloxacin) และอะมอกซิซิลลิน (Amoxicillin) ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในประเทศไทย ดังนั้นการ
ทดสอบความไวของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดข้างต้น นับเป็นสิ่งที่
น่าสนใจและควรศึกษาต่อไปในอนาคต 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae พบ
การเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึนในอวัยวะภายในหลายอวัยวะ เช่น สมอง ตา หัวใจ ไต ตับ และม้าม โดยลักษณะทาง
พยาธิสภาพที่พบโดยมากคือการมีเลือดออกตามอวัยวะต่างๆ เช่น เยื่อหุ้มสมอง เยื่อหุ้มหัวใจ ไตและม้าม 
เป็นต้น สอดคล้องกับการศึกษาของ Chen และคณะ (2007) ที่พบว่าโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลานิลที่มี
สาเหตุจากแบคทีเรีย S. iniae และ S. agalactiae ท้าให้เยื่อหุ้มหัวใจ เยื่อบุหัวใจ กล้ามเนื้อหัวใจ และ
สมองอักเสบ 

การศึกษาครั้งนี้เป็นรายงานครั้งแรกของการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลา
หมอไทยและปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันในพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทย ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ท้าให้ทราบ
ถึงคุณสมบัติของแบคทีเรีย ความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่แยกได้จากปลาหมอ
ไทยและปลาดุกอุย ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้นับเป็นประโยชน์ต่อการเพาะเลี้ยงปลาในประเทศไทย
โดยเฉพาะอย่างยิ่งปลาหมอไทยและปลาดุกอุย การศึกษาต่อไปเกี่ยวกับพยาธิวิทยาและการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกันของปลาต่อการติดเช้ือ และผลของปัจจัยแวดล้อมที่มีผลต่อการติดเช้ือแบคทีเรียจึงนับเป็น
สิ่งจ้าเป็น และมีประโยชน์ต่อเกษตรกรเพื่อน้าไปพัฒนาการเพาะเลี้ยงปลาให้มีประสิทธิภาพและยั่งยืนต่อไป
ในอนาคต 
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บทท่ี 4 

พยาธิวิทยา การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือด และผลของปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อการ 

ติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae          Ib ในปลาหมอไทย  

(Anabas testudineus) 

 

1. บทน า 

โรคสเตรปโตคอคโคซีส (Streptococcosis)  เป็นโรคที่สร้างความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า
เป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในระบบหนาแน่น โรคชนิดนี้มีสาเหตุจากแบคทีเรีย 
Streptococcus spp. ซึ่งจัดอยู่ในวงศ์ Streptococcaceae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม เรียงตัวต่อกัน
เป็นโซ่ ปัจจุบันสามารถจ้าแนกแบคทีเรีย Streptococcus spp. ได้หลายกลุ่มโดยอาศัยความแตกต่างของ
แอนติเจนที่ผิวเซลล ์(Lancefield., 1933) โดยแบคทีเรีย Streptococcus spp. ที่เป็นสาเหตุของโรคสเตรป
โตคอคโคซีสในปลาได้แก่ S. iniae, S. dysgalactiae, S. parauberis และ S. agalactiae ปลาที่ป่วยด้วย
โรคชนิดนี้มีอาการเลือดออกบริเวณตาหรืออวัยวะภายใน ล้าตัวมีสีคล้้า ท้องบวม ตาโปน ตาขุ่น ว่ายน้้าควง
สว่าน โรคชนิดนี้ส่วนใหญ่เกิดข้ึนแบบเฉียบพลัน (acute) สามารถแพร่กระจายเข้าสู่ตัวปลาภายใน 48-72 
ช่ัวโมง และพบการตายภายใน 4-5 วัน หลังจากได้รับเช้ือ หรืออาจเกิดข้ึนในลักษณะเรื้อรัง (chronic) (เฉลิม
, 2547) โรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาที่พบในประเทศไทยมีสาเหตุจากแบคทีเรียสองชนิดคือ  
S. agalactiae และ S. iniae (Suanyuk et al., 2008; Suanyuk et al., 2010) โดย S. agalactiae เป็น
แบคทีเรียที่พบได้บ่อยที่สดุ เพราะเป็นสาเหตุหลักของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลานิลที่เลี้ยงในประเทศไทย 

การศึกษาถึงพยาธิวิทยาของการติดเช้ือแบคทีเรีย รวมทั้งความสัมพันธ์ของปัจจัยต่างๆ ที่เป็นตัวช้ีถึง
การแพร่กระจายของโรค นับเป็นสิ่งส้าคัญต่อการศึกษาด้านโรคสัตว์น้้า เนื่องจากช่วยให้เข้าใจถึงกลไกการ
เกิดโรคในสัตว์น้้า ความสามารถของตัวเช้ือที่ในการด้ารงชีวิตภายนอกตัวสัตว์น้้า ความสามารถของตัวเช้ือใน
การก่อโรคในตัวสัตว์น้้า รวมทั้งสภาวะแวดล้อมในการก่อโรค (Perera et al., 1997) การศึกษาครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาถึงพยาธิวิทยา การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือด และผลของปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อ
การติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหมอไทย 
 
2. วิธีการทดลอง 

1. การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีสภาวะอุณหภูมิ ความเค็มและความเป็น
กรด-ด่างต่างๆ 

 ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่สภาวะอุณหภูมิต่างๆ โดยเพาะแบคทีเรีย  
S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 บนอาหารเลี้ยงเช้ือTSA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24-48 ช่ัวโมง จากนั้นเตรียมหัวเช้ือ (starter) ตามวิธีการของ AI-Harbi (1994) และ Cheng และ Chen 
(1999) โดยเข่ียแบคทีเรียที่เจริญเป็นโคโลนีเดี่ยวๆ บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA ลงในหลอดทดลองขนาด
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB (ความเป็นกรด-ด่าง  7.3 ± 0.2 และความเค็ม 0.5 
เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง  จากนั้นถ่าย
เช้ือแบคทีเรียที่เจรญิแลว้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาดปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร
เลี้ยงเช้ือ TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25 30 35 40 และ 45 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และ



 

41 
 

วัดการเจริญเติบโตโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Duarte et al., 2004) 
ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่เวลา 0 6 12 24 48 72 96 และ 120 ช่ัวโมง และน้าผลที่ได้มาเขียนกราฟ
แสดงผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ระดับอุณหภูมิต่างๆ 
 ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระดับความเค็มต่างๆ โดยเตรียมหัวเช้ือ
เช่นเดียวกับการศึกษาการเจริญเติบโตที่ระดับอุณหภูมิต่างๆ โดยถ่ายแบคทีเรียลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร
เลี้ยงเช้ือ TSB ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.3 ± 0.2 ความเค็ม  0.5 1 2 3 4 5 6 7 และ 8 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวัดการเจริญเติบโตโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่เวลา 0 6 12 24 48 72 96 และ 120 ช่ัวโมง และ
น้าผลที่ได้มาเขียนกราฟแสดงผลการเจริญเติบโตของเช้ือที่ระดับความเค็มต่างๆ 
 ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระดับความเป็นกรด-ด่างต่างๆ โดยเตรียมหัว
เช้ือเช่นเดียวกับการศึกษาการเจริญเติบโตที่ระดับอุณหภูมิต่างๆ โดยถ่ายแบคทีเรียที่เจริญแล้วลงในขวดรูป
ชมพู่ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB ที่มีความเค็ม 0.5 เปอร์เซ็นต์ และความเป็นกรด-ด่าง 3 4 5 6 7 8 9 10 และ 
11  ตามล้าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นวัดการเจริญเติบโตโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่เวลา 0 6 12 24 48 72 96 และ 120 
ช่ัวโมง และน้าผลที่ได้มาเขียนกราฟแสดงผลการเจริญเติบโตของเช้ือที่ระดับความเป็นกรด-ด่างต่างๆ 
 

2. การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีท าให้ปลาหมอไทยตายครึ่งหน่ึงภายในเวลา 
14 วัน  

 ทดสอบความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในปลาหมอไทย ตาม
วิธีการที่ดัดแปลงจากนเรศและคณะ (2548) โดยเลี้ยงปลาหมอไทยน้้าหนักเฉลี่ย 20.30±1.19 กรัม จ้านวน 
10 ตัวต่อตู้ ในตู้ทดลองขนาด 50x120x45 เซนติเมตร บรรจุน้้าตู้ละ 150 ลิตร จ้านวน 15 ตู้ เป็นเวลาอย่าง
น้อย 1 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 26-28 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยงแบคทีเรีย S. agalactiae ในอาหาร TSB ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นแยกเซลล์โดยหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อ
นาที และละลายด้วยสารละลาย PBS (pH 7.4) และปรับให้ได้ความเข้มข้นตามต้องการ โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomize Design) โดยการทดลองประกอบด้วย 5 ชุดการทดลองๆ 
ละ 3 ซ้้าๆ ละ 10 ตัว ได้แก่ 
 
ชุดการทดลองท่ี 1     ชุดควบคุม ฉีดปลาหมอไทยด้วยสารละลาย Phosphate Buffer Saline เข้าช่อง

ท้อง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 2    ฉีดปลาหมอไทยด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่

ความเข้มข้น 101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 3    ฉีดปลาหมอไทยด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่

ความเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 4  ฉีดปลาหมอไทยด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่

ความเข้มข้น 103 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 5  ฉีดปลาหมอไทยด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่

ความเข้มข้น 104 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
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หลังการติดเช้ือบันทึกอาการและจ้านวนปลาหมอไทยที่ตายในแต่ละวันนาน 14 วัน ยืนยันสาเหตุ
การตายของปลาโดยน้าปลาใกล้ตายหรือตายใหม่ๆ มาเพาะเช้ือจาก ตับ ไต และสมอง เพาะบนอาหารเลี้ยง
เช้ือ TSA และบ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง และจ้าแนกชนิดเช้ือโดยการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีร่วมกับชุดทดสอบ API20 STREP น้าผลที่ได้มาค้านวณหาค่า LD50 โดยค้านวณค่าความ
เข้มข้นของเช้ือที่ท้าให้ปลาตาย 50 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลาที่ก้าหนด ด้วยโปรแกรม probit analysis (โชค
ชัย, 2531) 
 
3. การศึกษาองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยท่ีติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae 
 
  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยที่ติดแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-
KSAAHRC-298 โดยใช้ปลาหมอไทยน้้าหนักเฉลี่ย 42.60±3.68 กรัม จ้านวน 150 ตัว เลี้ยงในตู้ทดลองขนาด 
50x120x45 เซนติเมตร บรรจุน้้าตู้ละ 150 ลิตร จ้านวน 6 ตู้ๆ ละ 25 ตัว เป็นเวลาอย่างน้อย 1 สัปดาห์ ที่
อุณหภูมิ 26-28 องศาเซลเซียส แบ่งการทดลองเป็น 2 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้้า ได้แก่ ชุดทดลองฉีด
แบคทีเรีย S. agalactiae ความเข้มข้น 4.80x102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลติร เข้าช่องท้องปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อ
ตัว และชุดควบคุมฉีดสารละลาย PBS (pH 7.4) เข้าช่องท้องปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว  

เก็บตัวอย่างเลือดปลาหมอไทยเมื่อครบเวลา 0 1 2 3 5 และ 7 วันหลังการติดเช้ือ โดยเก็บตัวอย่าง
ปลาหมอไทยจ้านวน 2 ตัวต่อซ้้า โดยเจาะเลือดจากเส้นเลือดบริเวณโคนหาง (caudal vein/artery) ด้วย
กระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 25Gx1 นิ้ว น้าตัวอย่างเลือดที่ได้ไปศึกษาค่า
องค์ประกอบเลือดต่อไปนี้ 

3.1 ปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว (Red and white blood cell) 

  วิเคราะห์ปริมาณเม็ดเลอืดแดงและเม็ดเลอืดขาว ตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ 
(2014) โดยดูดเลือดที่เจาะได้ด้วย RBC diluting pipette น้ามาผสมกับ Yokoyama’s solution ให้เข้ากัน 
จากนั้นน้าไปนับเม็ดเลือดด้วยสไลด์นับเม็ดเลือดที่มีแผ่นปิดสไลด์ (cover glass) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก้าลังขยาย 40X 
 

3.2 ปริมาตรเม็ดเลือดแดงท่ีอัดแน่น (Hematocrit)  

  วิเคราะห์ปริมาตรเม็ดเลือดแดงที่อัดแน่น ตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ 
(2014) โดยน้าเลือดที่เจาะจากตัวปลาใหม่ๆ ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร และดูดเลือดจากหลอดด้วย
หลอดแคปิลลารี่ (Capillaries tube) จ้านวน 2 หลอดต่อตัวอย่าง อุดปลายหลอดด้วยดินน้้ามัน น้ามาหมุน
เหว่ียงด้วยเครื่องฮีมาโตคริตเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 10,000-15,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที น้ามาค้านวณ
ค่าปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น   ตามสูตร 
 
ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (เปอร์เซ็นต์) = ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (มิลลิเมตร) x 100 
      ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มิลลิเมตร) 
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3.3 ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin)  

  วิเคราะห์ค่าฮีโมโกลบินตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ (2014) โดยดูดเลือดที่
เจาะใหม่ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลาย Drabkin’s solution ปริมาตร  5 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากันดี ทิ้งไว้อย่างน้อย 20 นาที น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรด้วยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ค่าที่ได้น้ามาเปรียบเทียบกับค่าฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นโดยใช้
สารละลาย Drabkin’s solution เป็น blank 

3.4 โปรตีนในซีรั่ม (Serum protein)  

  วิเคราะห์โปรตีนในซีรั่มตามวิธีการของ Suwannasang และคณะ (2014) โดยน้าซีรั่ม
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับน้้ากลั่นที่ฆ่าเช้ือปราศจากไอออนปริมาตร 990 ไมโครลิตร เติมสารละลาย 
alkaline copper ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน วางทิ้งไว้ 10 นาที เติมสารละลาย folin reagent 
(1:10) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันวางทิ้งไว้ 10 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 
นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ น้าค่าที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟโปรตีน (standard curve) ที่ใช้ 
Bovine serum albumin เป็นสารละลายมาตรฐาน 

3.5 การลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลียม (Reduction of nitroblue tetrazolium)  

  วิเคราะห์การลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลียมตามวิธีการของ Stasiak และ Baumann 
(1996) โดยดูดเลือดปริมาตร 50 ไมโครลิตรใส่ในเพลทก้นแบนแบบ 96  หลุม น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นดูดส่วนใสทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS (pH7.2) จ้านวน 3 ครั้งๆ ละ 
100 ไมโครลิตร เติมสารละลายไนโตรบลู เตตร้าโซเลียมความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นตรึงเซลล์ด้วยเมทธานอลความเข้มข้น 100 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นาน 2-3 นาที ล้างด้วยเมทธานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร จ้านวน 3 ครั้ง ก่อนดูดสารละลายทิ้ง ตั้งไว้ให้แห้ง เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และสารละลายไดเมธิลซันฟอกไซด์ ปริมาตร 70 ไมโครลิตร 
น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate Reader  

 
3.6 กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ (Lysozyme activity)  

  วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ตามวิธีการของ Demers และ Bayne (1997) โดย
เติมซีรั่มปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในเพลทก้นแบนแบบ  96 หลุม จากนั้นเติมแบคทีเรีย Micrococcus 
lysodeikticus (ความเข้มข้น 0.075 เปอร์เซ็นต์ ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 5.8)  ปริมาตร 175 
ไมโครลิตร  ก่อนน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรด้วยเครื่อง Microplate reader 
ทุก 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน้าอัตราการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสง (optical density, OD) 
มาค้านวณผลเปรียบเทียบกราฟไลโซไซม์ที่ใช้ Hen white egg lysozyme  (Sigma) เป็นสารละลาย
มาตรฐาน รายงานผลเป็นปริมาณ ไลโซไซม์ในหน่วยไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.7 กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอม (Phagocytic activity)  

  วิเคราะห์กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอม โดยน้าเซลล์เม็ดเลือดที่แยกจากไตตอนต้นตาม
วิธีการของ Chung และ Secombes (1988) ความหนาแน่น 2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 400 
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ไมโครลิตร ผสมกับลาเท็กบีดในสารละลาย L-15 ความหนาแน่น 2x108 เม็ดต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร จากนั้นน้าเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ผสมลาเท็กบีดปริมาตร 200 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นปิดสไลด์
แบบกลม (Circular cover slip) บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง จากนั้นน้ามาย้อมสี Diff 
Quick เตรียมเป็นสไลด์ถาวรด้วยสารละลายเปอร์เมาท์ น้าไปนับจ้านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก้าลังขยาย 40x  น้าค่าที่ได้มาค้านวณตามสูตรของ Rengpipat และคณะ (2000) ดังต่อไปนี้ 
 
Phagocytosis (%) = จ้านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีด x 100 
   จ้านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 
 
Phagocytic index = จ้านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีด  x   จ้านวนลาเท็กบีดที่ถูกกิน x 100 
              จ้านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด       จ้านวนเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 
 
Average number of the bead ingested per cell = จ้านวนลาเท็กบีดที่เซลล์เม็ดเลือดขาวกิน 
               จ้านวนเม็ดเลือดขาวที่จับกินลาเท็กบีด 
 
4. การศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อการติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาหมอไทย 

 ศึกษาผลของอุณหภูมิและปริมาณออกซิเจนละลายน้้าต่อการติดเช้ือแบคทีเรียในปลาหมอไทย 
น้้าหนักเฉลี่ย 46.0±0.24 กรัม โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกตอเรียล (3 อุณหภูมิ: 28.97±0.12, 
31.85±0.34 และ 34.07±0.45 องศาเซลเซียส และปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 3 ระดับ: 1.73±0.21 
3.77±0.14 และ 5.52±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยเลี้ยงปลาในสภาวะต่างๆนานอย่างน้อย 1 สัปดาห์ ในถัง
ไฟเบอร์ขนาด 45x60x45 เซนติเมตร บรรจุน้้า 60 ลิตร โดยแบ่งชุดการทดลองเป็น 10 ชุดการทดลองๆ ละ 
3 ซ้้า ใช้ปลาหมอไทยจ้านวน 10 ตัวต่อซ้้า ควบคุมอุณหภูมิน้้าโดยใช้ฮีทเตอร์ และควบคุมปริมาณออกซิเจน
ละลายน้้าโดยการปรับปริมาณอากาศที่ได้รับจากเครื่องให้อากาศและใช้ก๊าซไนโตรเจนแทนที่ก๊าชออกซิเจน 
ในระหว่างการทดลองทา้การวัดอุณหภูมิและปริมาณออกซิเจนละลายน้้าทุกวันๆ ละ 3 ครั้ง ส่วนชุดควบคุมที่
ไม่ติดเช้ือ (negative control) เลี้ยงในสภาวะที่อุณหภูมิสูงที่สุด และปริมาณออกซิเจนละลายน้้าที่ต่้าที่สุดที่
ใช้ในการทดลองครั้งนี้ ระหว่างการทดลองเปลี่ยนถ่ายน้้าปริมาตร 20 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน และวัดคุณภาพน้้า 
ได้แก่ ปริมาณแอมโมเนียปริมาณไนไตรท์ ความเป็นด่างทั้งหมดและค่าความเป็นกรด -ด่างตามวิธีการ
มาตรฐาน (Boyd and Tucker, 1992; APHA et al., 1998) 
 หลังการเลี้ยงปลานานอย่างน้อย 1 สัปดาห์ ท้าการฉีดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-
KSAAHRC-298 เข้าช่องท้องปลาหมอไทยความเข้มข้น 3.05x102  ซีเอฟยูต่อมิลลิลติร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร
ต่อตัว ชุดควบคุมฉีดสารละลาย PBS (pH 7.4)  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว สังเกตอาการและบันทึกอัตรา
การตายเป็นเวลา 14 วัน ยืนยันสาเหตุการตายของปลาโดยน้าปลาใกล้ตายหรือตายใหม่ๆ มาเพาะเช้ือจาก 
ตับ ไต และสมอง บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง และ
จ้าแนกชนิดเช้ือโดยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีร่วมกับชุดทดสอบ API20STREP 
 
5. การทดสอบการก่อโรคของแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาชนิดอ่ืน 

 ทดสอบการติดเช้ือแบคทีเรียในปลานิล น้้าหนักเฉลี่ย 20.76 ± 0.56 กรัม และปลากะพงขาว
น้้าหนักเฉลี่ย 20.59 ± 0.28 กรัม โดยเลี้ยงแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 บริสุทธ์ิใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ TSB บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง  เมื่อเช้ือเจริญน้ามาหมุนเหว่ียง
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แยกเซลล์แบคทีเรีย และละลายด้วยสารละลาย PBS (pH 7.4) ปรับให้ได้ความเข้มข้น 3.50x107 ซีเอฟยูต่อ
มิลลิลิตร ฉีดเข้าช่องท้องปลาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว จ้านวน 30 ตัวต่อชนิด และชุดควบคุมฉีดด้วย
สารละลาย PBS จ้านวน 30 ตัวต่อชนิด สังเกตอาการและบันทึกอัตราการตายเป็นเวลา 14 วัน ยืนยันสาเหตุ
การตายของปลาโดยน้าปลาใกล้ตายหรือตายใหม่ๆ มาเพาะเช้ือจาก ตับ ไต และสมอง เพาะบนอาหารเลี้ยง
เช้ือ TSA บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง และจ้าแนกชนิดเช้ือโดยการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีร่วมกับชุดทดสอบ API20 STREP 
 
6. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design; CRD) และรายงานผลเป็น
ค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ส้าหรับการศึกษาองค์ประกอบเลือดปลาหมอไทยท้าการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนข้อมูลที่เป็นอิสระจากกัน (Independent t-test) ส้าหรับการศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อการติด
แบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาหมอไทย ท้าการวิเคราะห์ความแปรปรวนข้อมูลแบบสองทาง (Two-way 
ANOVA) และแบบทางเดียว (One-way ANOVA) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธี Duncan's multiple-range test โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ข้อมูล
ส้าเร็จรูป SPSS 
 
3. ผลการทดลอง 
 
1. การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีสภาวะอุณหภูมิ ความเค็มและความเป็น

กรด-ด่างต่างๆ   

การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298  ที่สภาวะอุณหภูมิ 
25 30 35 40 และ45 องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae เจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิตั้งแต่ 25-
35 องศาเซลเซียส โดยแบคทีเรียเจริญเติบโตได้สูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง 
นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียเจริญเติบโตได้เพียงเล็กน้อยที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และไม่พบการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 13ก) 
 การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ที่ความเค็ม 0.5 1 
2 3 4 5 6 7 และ 8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae เจริญเติบโตได้ในความเค็มตั้งแต่ 0.5-4 
เปอร์เซ็นต์โดยแบคทีเรียเจริญเติบโตได้สูงสุดที่ความเค็ม 0.5 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้
เพียงเล็กน้อยที่ความเค็ม 5 – 6 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ความเค็ม 7-8 
เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 13ข) 
 การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ที่ความเป็นกรด-
ด่าง 3 4 5 6 7 8 9 10 และ 11 พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae เจริญเติบโตได้ในความเป็นกรด-ด่าง 5-9 
โดยเจริญเติบโตดีที่สดุที่ความเปน็กรด-ด่าง 7 แบคทีเรียสามารถเจรญิเติบโตได้เพียงเลก็น้อยทีค่วามเป็นกรด-
ด่าง 10 และ 11และไม่พบการเจริญเติบโตที่ความเป็นกรด-ด่าง 3 และ 4 (ภาพที่ 13ค) 
 โดยสรุปพบว่าแบคทีเรีย S.agalactiae สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็ม 0.5 เปอร์เซ็นต์ และความเป็นกรด-ด่าง 7 
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2. การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีท าให้ปลาหมอไทยตายครึ่งหน่ึงภายในเวลา
14 วัน                     

การทดสอบความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ที่ท้าให้ปลาหมอไทย
ตายครึ่งหนึ่งภายในเวลา 14 วัน ไม่พบการตายในปลาหมอไทยที่ฉีดสารละลาย PBS แต่ปลาหมอไทยที่ฉีด
แบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ความเข้มข้น 6.10x104และ 6.00x103ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 
มีอัตราการตาย 96.66 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ปลาหมอไทยที่ฉีดแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-
298 ความเข้มข้น 9.00x102 และ 5.00x101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร มีอัตราการตาย 86.66 และ 60.00 
เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วันตามล้าดับ (ภาพที่ 14) มีค่า LD50 ที่เวลา 60 ช่ัวโมง และ 72 ช่ัวโมง เท่ากับ 
4.5x102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร และ 6.3x101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ระหว่างการทดลองพบปลาหมอ
ไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 มีอาการ เซื่องซึม ล้าตัวมีสีคล้้า ตาขุ่น ว่ายน้้า
ควงสว่าน มีเลือดออกที่รูทวารและเยื่อหุ้มสมอง  

 

 
 

ภาพท่ี 13 ผลของอุณหภูมิ (ก) ความเค็ม (ข) และความเป็นกรด-ด่าง (ค) ต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB ที่เวลา 0 6 12 24 48 72 96 และ 
120 ช่ัวโมง    
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ภาพท่ี 14 อัตราการตายสะสมของปลาหมอไทยที่ได้ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 

ความเข้มข้นต่างๆ ภายในระยะเวลา 14 วัน 
 
3. การศึกษาองค์ประกอบเลือดปลาหมอไทยท่ีติดแบคทีเรีย S. agalactiae 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลอืดปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรยี S. agalactiae 
PSU-KSAAHRC-298 พบว่าปลาหมอไทยที่ติดเช้ือมีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดอย่างมีนัยส้าคัญ 
(p<0.05) โดยองค์ประกอบเลือดส่วนใหญ่ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ ยกเว้นปริมาณเม็ดเลือดขาว กิจกรรมของ
เอนไซม์ไลโซไซม์ ดัชนีการจับกินสิ่งแปลกปลอม และค่าเฉลี่ยเม็ดบีดที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินที่มีค่าสูงข้ึน
อย่างมีนัยส้าคัญ โดยปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S.agalactiae มีปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่นลดลง
หลังการติดเช้ือในวันที่ 3 ถึง 7 เช่นเดียวกับปริมาณโปรตีนในซีรั่ม และปริมาณเม็ดเลือดแดงที่มีค่าลดลงใน
วันที่ 1 5 7 และวันที่ 5 และ 7 หลังการติดเช้ือ ตามล้าดับ ในขณะที่ค่าฮีโมโกลบินเพิ่มข้ึนในวันที่ 1 ลดลงจน
เข้าสู่สภาวะปกติในวันที่ 2 และ 3 และลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ในวันที่ 5 และ 7 หลังการติดเช้ือ 
พบการลดลงของค่าไนโตรบลู เตตร้าโซเลียมในวันที่ 1 ถึง 3 และเข้าสู่สภาวะปกติในวันที่ 5 และ 7 ในทาง
กลับกันพบการเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญของกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ตั้งแต่วันที่ 2 ถึง 7 หลังการติดเช้ือ 
เช่นเดียวกับปริมาณเม็ดเลือดขาวของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 
ที่เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญในวันที่ 5 และ 7 หลังการติดเช้ือ สอดคล้องกับค่าดัชนีการจับกินสิ่งแปลกปลอม
และค่าเฉลี่ยเม็ดบีทที่ถูกเม็ดเลือดขาวจับกินของปลาที่ติดเช้ือที่เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญในวันที่ 1 และ 7 และ 
วันที่ 1 ถึง 3 หลังการติดเช้ือ ตามล้าดับ (ตารางที่ 6) 
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4. การศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อมต่อการติดแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาหมอไทย 

 การศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อม ได้แก่ ปริมาณออกซิเจนละลายน้้าและอุณหภูมิที่แตกต่างกันต่อการติด
เช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในปลาหมอไทยพบว่าปลาหมอไทยแสดงพฤติกรรมที่
แตกต่างกันไป ภายใต้สภาวะปกติ (ปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 5.52 ± 0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร และอุณหภูมิ 
28.97 ± 0.12 องศาเซลเซียส) ปลาว่ายน้้าและกินอาหารปกติ เมื่อเลี้ยงปลาภายใต้สภาวะปริมาณออกซิเจน
ที่ต่้าลง และอุณหภูมิสูงข้ึน ปลามีอาการเซื่องซึม ลอยตัวใกล้ผิวน้้า หรืออยู่นิ่งบริเวณก้นถัง กินอาหารน้อย 
หลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 พบว่าปลายอมรับเช้ือแบคทีเรียได้แตกต่าง
กัน (ตารางที่ 7) โดยพบอัตราการตายสูงสุด (96.67±5.77 เปอร์เซ็นต์) ในปลาที่เลี้ยงภายใต้สภาวะที่มี
ปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 1.73±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร และอุณหภูมิ 34.07±0.45 องศาเซลเซียส และ
อัตราการตายต้่าสุด (56.67±5.77 เปอร์เซ็นต์) ในปลาที่เลี้ยงภายใต้สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 
5.52±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร และอุณหภูมิ 28.97±0.12 องศาเซลเซียสปลาที่ติดเช้ือมีอาการเลือดออกใน
สมอง รูทวาร และผิวหนัง การทดลองในครั้งนี้ไม่พบการตายของปลาในชุดควบคุมที่ เลี้ยงภายใต้สภาวะที่มี
ปริมาณออกซิเจนละลายน้้า 1.73±0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร และอุณหภูมิ 34.07±0.45 องศาเซลเซียส และ
ไม่ได้รับเช้ือแบคทีเรีย คุณภาพน้้าทั่วไประหว่างการทดลองได้แก่ แอมโมเนียมีค่าเท่ากับ 0.35±0.42 
มิลลิกรัมต่อลิตร ไนไตรท์มีค่าเท่ากับ 0.24±0.38 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นด่างทั้งหมดมีค่าเท่ากับ 
17.64±11.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่างมีค่าเท่ากับ 6.58±0.59 และความเค็มมีค่าเท่ากับ 0 ส่วน
ในพัน 
 
5. การทดสอบการก่อโรคของแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาชนิดอ่ืน 

การทดสอบความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในปลากะพงขาวและ
ปลานิล ไม่พบการตายหรืออาการของโรคในปลากะพงขาวและปลานิลในชุดควบคุมที่ฉีดด้วยสารละลาย 
PBS อย่างไรก็ตามพบว่าปลานิลมีอัตราการตายเท่ากับ 40 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วัน หลังการติดเช้ือ 
แต่ไม่พบการตายของปลากะพงขาวตลอดการทดลอง (ภาพที่ 15) โดยปลานิลที่ติดเช้ือมีอาการล้าตัวสีคล้้า 
ตาขุ่นและโปน ว่ายน้้าไม่ปกติ และมีเลือดออกเยื่อหุ้มสมอง  
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ตารางท่ี 6 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระยะเวลาต่างๆ 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   *ค่าเฉลี่ยในสดมภ์ที่มีตัวอักษรเหมือนกันก้ากับ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05)

Parameter/Time 
(day) 

  0 1 2 3 5 7 

Hematocrit 
(%) 

Control 53.09±4.26a 54.66±2.99a 52.08±3.80a 52.61±2.64a 54.37±2.92a 52.51±3.21a 
Treatment 53.46±3.74a 57.51±3.33a 54.96±1.99a 46.05±2.05b 45.66±3.49b 40.06±1.25b 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Control 15.52±1.41a 15.91±4.39a 16.78±2.15a 15.28±1.18a 16.13±1.52a 15.28±2.10a 
Treatment 16.20±1.82a 21.55±2.26b 16.33±1.02a 15.85±1.85a 13.05±1.58b 12.25±0.82b 

Serum protein 
(mg/ml) 

Control 100.00±12.24a 100.12±8.65a 91.08±21.35a 104.80±13.48a 108.33±7.34a 104.40±7.85a 
Treatment 100.28±17.48a 86.04±6.23b 88.89±16.33a 95.73±9.87a 94.44±8.94b 90.00±6.77b 

Red blood cell 
(×109cell/ml) 

Control 5.02±0.48a 5.20±0.36a 5.18±0.78a 5.20±0.39a 5.12±0.31a 4.80±0.42a 
Treatment 5.05±0.16a 5.60±0.40a 5.14±0.70a 4.89±0.63a 3.73±0.47b 3.99±0.33b 

White blood cell 
(×107cell/ml) 

Control 2.94±0.53a 2.50±0.66a 2.39±0.30a 2.47±0.87a 2.92±0.37a 2.85±0.31a 

Treatment 2.94±0.53a 2.44±0.69a 1.84±0.70a 2.11±1.22a 3.89±0.08b 4.58±1.36a 
NBT redution(OD) Control 0.015±0.006a 0.020±0.003a 0.025±0.004a 0.044±0.002a 0.032±0.007a 0.037±0.006a 

Treatment 0.016±0.009a 0.016±0.001b 0.017±0.004b 0.036±0.006b 0.033±0.07a 0.037±0.007a 
Lysozyme activity  

(µg/ml) 
Control 13.37±9.90a 13.82±4.00a 13.45±2.61a 14.91±3.73a 14.76±3.40a 14.48±2.93a 

Treatment 13.51±3.42a 14.63±3.03a 19.09±2.82b 24.31±4.11b 35.93±2.39b 32.04±5.15b 



 

 

 

 

 

50 

 
ตารางท่ี 6 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ที่ระยะเวลาต่างๆ (ต่อ) 
 

Parameter/Time 
(day) 

 0 1 2 3 5 7 

Phagocytic activity 
(%) 

Control 12.83±1.03a 12.00±0.00a 14.00±0.76a 10.67±3.06a 11.75±2.47a 11.67±1.04a 

Treatment 12.50±1.00a 17.83±3.40a 14.67±0.29a 16.00±2.83a 15.83±5.39a 16.50±3.04a 

Phagocytic index  Control 2.16±0.33a 2.14±0.45a 2.35±0.46a 1.72±0.70a 1.75±0.77a 1.87±0.32a 

Treatment 2.17±0.02a 6.06±0.02b 4.55±0.28b 5.84±2.01a 3.67±2.27a 3.75±1.07b 

Average bead per 
cell (bead/cell)  

Control 1.24±0.04a 1.26±0.13a 1.21±0.09a 1.32±0.05a 1.33±0.18a 1.37±0.13a 

Treatment 1.28±0.11a 1.65±019b 2.11±0.05b 1.94±0.11b 1.40±0.10a 1.38±0.21a 

     *ค่าเฉลี่ยในสดมภ์ทีม่ีตัวอักษรเหมอืนกันก้ากบั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 
 
 
 
 
 
 



 

 

51 
 

ตารางท่ี 7 อัตราการตายของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ภายใต้สภาวะอุณหภูมิและ
ปริมาณออกซิเจนละลายน้้าแตกต่างกัน 

DO (mg/l) Temperature (๐C) Mortality (%) 
1.73±0.21 28.97±0.12 86.67±5.77 

 31.85±0.34 95.00±7.07 
 34.07±0.45 96.67±5.77 

3.77±0.14 28.97±0.12 76.67±15.28 
 31.85±0.34 80.00±17.32 
 34.07±0.45 80.00±10.00 

5.52±0.21 28.97±0.12 56.67±5.77 
 31.85±0.34 83.33±11.55 
 34.07±0.45 83.33±5.77 

Pooled mean square 
error 

 120.59 

         Mean of main effects 
  1.73±0.21 

3.77±0.14 
5.52±0.21 

 

92.50±7.07b 
78.89±12.69a 
75.55±16.66a 

Temperature (๐C) 28.97±0.12 73.33±15.81x 
 31.85±0.34 86.25±14.07y 
 34.07±0.45 86.67±10.00y 

ANOVA: P value   
Temperature  0.027 

DO  0.013 
Temperature*DO  0.263 

      *ค่าเฉลี่ยในสดมภ์ทีม่ีตัวอักษรเหมือนกันก้ากบั ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) 
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ภาพท่ี 15 อัตราการรอดของปลากะพงขาวและปลานิลหลังติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae นาน 14 วัน 
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4. วิจารณ์ผลการทดลอง 

การศึกษาถึงความสัมพันธ์ของปัจจัยต่างๆ ที่เป็นตัวช้ีถึงการแพร่กระจายของโรค นับเป็นสิ่งส้าคัญ
ต่อการศึกษาด้านโรคสัตว์น้้า เนื่องจากช่วยให้เข้าใจถึงกลไกการเกิดโรคในสัตว์น้้า ความสามารถของตัวเช้ือที่
ในการด้ารงชีวิตภายนอกตัวสัตว์น้้า ความสามารถของตัวเช้ือในการก่อโรคในตัวสัตว์น้้า รวมทั้งสภาวะ
แวดล้อมในการก่อโรค (Perera et al., 1997) การศึกษาครั้งนี้พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-
KSAAHRC-298 ที่แยกได้จากปลาหมอไทยสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะแวดล้อมที่มีอุณหภูมิ ความเค็ม 
และความเป็นกรด-ด่าง ค่อนข้างกว้าง โดยสภาวะแวดล้อมที่แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีที่สุด คือ อุณหภูมิ
ปกติ ความเค็มต่้า และความเป็นกรด-ด่างเป็นกลาง สอดคล้องกับการศึกษาของ Vandamme และคณะ 
(1997) ที่พบว่าแบคทีเรีย S. difficilis เจริญเติบโตได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเช่นกัน  

การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-298 ในปลาหมอไทยพบว่า
แบคทีเรียมีความรุนแรงสูง มีค่า 60h-LD50 เท่ากับ 4.5x102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร และ 72h-LD50 เท่ากับ 
6.3x101  ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ โดยปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มี
อาการ เซื่องซึมตาโปน ตาขุ่น ท้องบวม เลือดออก และว่ายน้้าผิดปกติ การศึกษาครั้งนี้พบว่าปลาที่ติดเช้ือมี
อาการและการเปลีย่นแปลงทางพยาธิสภาพสอดคล้องกับอาการของปลาป่วยที่พบในธรรมชาติ และใกล้เคียง
กับการศึกษาอาการและการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลาป่วยด้วยโรคสเตรปโตคอคโคซีสที่มีสาเหตุ
จากแบคทีเรีย S. agalactiae ที่เคยรายงานไว้ในปลาซีบรีม (Sparus auratus) และปลากระบอก (Liza 
klunzingeri) (Evans et al., 2002) ปลาจะละเม็ดขาว (Duremdez et al., 2004) และปลานิล (Suanyuk 
et al., 2008; Zamri-Saad et al., 2010; Abuseliana et al., 2011; Suwannasang et al., 2014) 
นอกจากนี้พบว่าปลาหมอไทยที่ได้รับเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีการตายในสัปดาห์แรกหลัง
การติดเ ช้ือและตายเพียงเล็กน้อยในสัปดาห์ต่อมา คล้ายคลึงกับก ารศึกษาการติดเ ช้ือแบคที เรีย  
S. agalactiaeซีโรไทป์ III ในปลานิลที่พบว่าปลามกีารตายสูงในสปัดาหแ์รกหลังการติดเช้ือ (Suwannasang 
et al., 2014) การสอบถามข้อมูลจากเกษตรกรผู้เลี้ยงปลาระหว่างการเก็บตัวอย่างปลาป่วย พบว่าการตาย
ของปลาหมอไทยเกิดข้ึนก่อนปลาดุกอุย สอดคล้องกับการทดลองติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ 
Ib ในปลาดุกอุยที่พบการตายน้อยมาก (ข้อมูลไม่ได้แสดง) ทั้งนี้คาดว่าอาจมีปัจจัยอื่นเกี่ยวข้องกับการตาย
ของปลา ดังนั้น การศึกษาต่อไปเกี่ยวกับการถ่ายทอดเช้ือจากปลาหมอไทยสู่ปลาดุกอุย รวมทั้งผลของปัจจัย
สิ่งแวดล้อมต่อการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae  ซีโรไทป์ Ib ในปลาดุกอุยนับเป็นสิ่งที่น่าสนใจ 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบว่าปลาหมอไทยชุดควบคุมซึ่งไม่มีการติดเช้ือมีองค์ประกอบเลือดเบื้องต้น 
ได้แก่ ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน และปริมาณเม็ดเลือดแดง  ใกล้เคียงกับการศึกษา
องค์ประกอบเลอืดของปลาหมอไทยทีเ่ลีย้งในกระชังและบ่อดิน (นิรุทธ์ิและคณะ, 2548)  อย่างไรก็ตามพบว่า
ปลาหมอไทยที่ติดเช้ือมีปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน ปริมาณโปรตีนในซีรั่ม ปริมาณเม็ดเลือด
แดง การลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลียม ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ทั้งนี้การลดลงของระบบ
ภูมิคุ้มกันที่มีแต่ก้าเนิด (innate immunesystem) ส่งผลให้ปลามีความต้านทานโรคน้อยลงและมีอัตราการ
ตายสูงข้ึน การศึกษาครั้งนี้คล้ายคลึงกับรายงานของ Suwannasang และคณะ (2014) ซึ่งพบว่าปลานิลที่ติด
เช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และ III มีค่าองค์ประกอบเลือดลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเช่นเดียวกัน 
อย่างไรก็ตามแม้ว่าค่าองค์ประกอบเลือดที่พบในการศึกษาครั้งนี้  มีการลดลงเช่นเดียวกับการรายงานของ 
Suwannasang และคณะ (2014) แต่พบว่าระยะเวลาการลดลงขององค์ประกอบเลือดแตกต่างกัน ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากชนิดของปลาและความเข้มข้นเช้ือที่ใช้ในการทดลองมีความแตกต่างกัน  
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การศึกษาครั้งนี้พบการเพิ่มข้ึนของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ ได้แก่ กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซ
ไซม์ ปริมาณเม็ดเลือดขาว กิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอม ค่าเฉลี่ยเม็ดบีดที่ถูกจับกินต่อเซลล์เม็ดเลือด
ขาว ในปลาที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib การเพิ่มข้ึนของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่จ้าเพาะ
บางพารามิเตอร์ในปลาระหว่างการติดเช้ือเป็นกลไกการตอบสนองต่อการติดเช้ือ เพื่อก้าจัดสิ่งแปลกปลอม 
ท้าให้ปลามีอัตราการรอดเพิ่มข้ึน เอนไซม์ไลโซไซม์เป็นสารน้้าส้าคัญที่ท้าหน้าที่ต่อต้านสิง่แปลกปลอมที่บกุรุก
เข้ามาในตัวเจ้าบ้านโดยเอนไซม์ไลโซไซม์ท้าหน้าที่ท้าลายพันธะที่เช่ือมต่อระหว่างสาร N-acetylmuramic 
acid และ N-acetylglucosamine ที่ผนังเซล์ของแบคทีเรียแกรมบวก (Salton and Ghuysen, 1996) การ
เพิ่มข้ึนของกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib แสดง
ให้เห็นว่าเอนไซม์ไลโซไซม์เป็นสารน้้าที่มีความส้าคัญในการต่อต้านการติดเช้ือที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย  
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลา ส่วนกิจกรรมการจับกินสิ่งแปลกปลอมเป็นกระบวนการท้าลายสิ่ง
แปลกปลอมโดยเซลล์ โดยการจับกิน ฆ่า และย่อยจุลินทรีย์แปลกปลอม (Secombes, 1996) การเพิ่มข้ึน
อย่างมีนัยส้าคัญของปริมาณเม็ดเลือดขาว ดัชนีการจับกินสิ่งแปลกปลอม และค่าเฉลี่ยเม็ดบีดที่ถูกจับกินต่อ
เซลล์เม็ดเลือดขาวที่พบในการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การจับกินสิ่งแปลกปลอมโดยเซลล์เป็นกิจกรรม
ส้าคัญที่เจ้าบ้านใช้ในการท้าลายสิ่งแปลกปลอม 

สิ่งแวดล้อมเป็นปัจจยัส้าคัญต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งปริมาณออกซิเจนละลายน้้า
และอุณหภูมิที่มีความส้าคัญต่อการด้ารงชีวิตของสัตว์น้้า หากคุณภาพน้้าเสื่อมโทรมและเกิดมลพิษ ส่งผลให้
ปริมาณออกซิเจนละลายน้้าลดต่้าลง (ส้านักอนามัยสิ่งแวดล้อม, 2555) ท้าให้สัตว์น้้าเกิดความเครียด อ่อนแอ 
และยอมรับเช้ือได้ง่ายข้ึน (นเรศ, 2555) การศึกษาครั้งนี้พบว่าปลาหมอไทยที่เลี้ยงภายใต้สภาวะที่มีปริมาณ
ออกซิเจนละลายน้้าต้่ามีอัตราการตายสงู  สอดคล้องกับรายงานของ Evans และคณะ (2003) ที่ศึกษาผลของ
ปริมาณออกซิเจนละลายน้้าต่อปริมาณกลูโคสในกระแสเลือด และการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ใน
ปลานิลที่เลี้ยงภายใต้ปริมาณออกซิเจนละลายน้้าเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยพบว่าปลาที่เลี้ยงภายใต้
สภาวะดังกล่าวมีปริมาณกลโูคสเพิ่มข้ึน และพบอตัราการตาย 27 และ 80 เปอร์เซน็ต์ หลังได้รับเช้ือแบคทีเรีย 
S. agalactiae ความเข้มข้น 9.5x101 และ 7.5x102  ซีเอฟยู ตามล้าดับ ภายใต้การขาดออกซิเจน ปลาจะมี
ความเครียดสูงและยอมรับเช้ือแบคทีเรียได้ง่าย (Evans et al., 2003) อุณหภูมินับเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส้าคัญ
ต่อกิจกรรมของสัตว์เลอืดเย็น เช่น ปลา การเปลีย่นแปลงของอุณหภูมิส่งผลกระทบต่อสุขภาพของสัตว์และท้า
ให้ระบบภูมิคุ้มกันสัตว์น้้าลดต้่าลง ท้าให้เช้ือโรคเข้าท้าลายได้ง่ายข้ึน (นเรศ, 2555) การศึกษาครั้งนี้พบปลา
หมอไทยที่เลี้ยงภายใต้สภาวะที่มีอุณหภูมิสูงมีอัตราการตายสูงและมีอาการเลือดออกในสมอง รูทวาร และ
ผิวหนัง สอดคล้องกับรายงานของ Rodkhum และคณะ (2011) ที่รายงานว่าอุณหภูมิน้้ามีผลต่อการติดเช้ือ
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia ในปลานิลที่เลี้ยงในสภาวะที่อุณหภูมิน้้าเท่ากับ 33 องศาเซลเซียส มี
อัตราการตายสูง และปลาที่ติดเช้ือมีอาการเลือดออกตามผิวหนัง ท้องมาน ไตบวม มีเลือดออกที่ตับและไต  

ปลานิลและปลากะพงขาว เป็นปลาที่มคีวามสา้คัญทางเศรษฐกิจที่มีการเพาะเลี้ยงอย่างแพร่หลายใน
ประเทศไทย ปัจจุบันมีรายงานการเกิดโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลานิลและปลากะพงขาวที่มีสาเหตุจาก
แบคทีเรีย S. iniae และ S. agalactiae ที่เลี้ยงในหลายประเทศ (Suanyuk et al., 2008; Mian et al., 
2009; Suanyuk et al., 2010; Abuseliana et al., 2011; Dangwetngam et al., 2016) การทดลองติด
เช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิลและปลากะพงขาวในการศึกษาครั้งนี้ ไม่พบการตายหรือ
อาการของโรคในปลากะพงขาว อย่างไรก็ตามพบว่าปลานิลที่ติดเช้ือมีอัตราการตาย 40 เปอร์เซ็นต์ และมี
อาการของโรคคล้ายคลึงกับปลาหมอไทยที่ติดเช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกัน ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถ
ก่อโรคในปลานิลและอาจสร้างปัญหาต่อการเพาะเลี้ยงปลานิลในอนาคตได้ ดังนั้นการศึกษาการติดเช้ือ
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิลจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจและควรศึกษาต่อไปในอนาคต 
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บทท่ี 5 

การติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ในปลาดุกอุย  
(Clarias macrocephalus) 

 
1. บทน า 

 ปลาน้้าจืดอยู่คู่วิถีชีวิตของคนไทยมาช้านาน เป็นสัตว์น้้าที่คนไทยนิยมบริโภค เนื่องจากเป็นแหล่ง
โปรตีนที่มีราคาถูก รสชาติดี ปลาน้้าจืดที่คนไทยนิยมบริโภค เช่น ปลาช่อน ปลานิล ปลาสลิด ปลากราย และ
ปลาดุก เป็นต้น ปลาดุกเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย โตเร็ว ทนต่อสภาพแวดล้อมต่างๆ ได้ดี มีรสชาติอร่อย สามารถ
น้าไปแปรรูปหรือท้าอาหารได้หลากหลายชนิด ด้วยสาเหตุนี้ท้าให้ปลาดุกเป็นปลาที่นิยมเลี้ยงกันมากใน
ประเทศไทย การส้ารวจจ้านวนฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาดุกของไทยในปี  พ.ศ. 2557 พบว่ามีจ้านวนฟาร์มที่
เพาะเลี้ยงปลาดุกประมาณ 94,887 ฟาร์ม สามารถผลิตปลาดุกได้ถึง 133,387 ตัน เพื่อใช้ส้าหรับบริโภค
ภายในประเทศ และส่งออกไปต่างประเทศในรูปของปลาดุกแช่แข็ง ปลาดุกแห้งไม่รมควัน และปลาดุกมีชีวิต 
รวมแล้วจ้านวน 523.2 ตัน คิดเป็นเงินมูลค่า 51.3 ล้านบาท (สุกัญญา, 2557) สร้างรายได้ให้กับประเทศและ
เกษตรกรเป็นอย่างมาก อย่างไรก็ตามปัญหาและอุปสรรคในระหว่างการเพาะเลี้ยงที่ส่งผลต่อปริมาณผลผลิต
ของปลาดุกมีหลายสาเหตุ ไม่ว่าจะเป็น คุณภาพน้้าในบ่อเลี้ยงที่ไม่ดี ท้าให้ปลาเจริญเติบโตช้า หรือตาย 
ผลผลิตที่ได้ต้่าลง รวมทั้งปัญหาด้านโรค ทั้งโรคติดเช้ือแบคทีเรีย และโรคติดเช้ือปรสิต โดยแบคทีเรียที่ก่อโรค
ในปลาดุก เช่น แบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ที่ เป็นสาเหตุของโรค Motile Aeromonas 
Septicemia แบคทีเรีย Edwardsiella ictaluri ที่เป็นสาเหตุของโรค Enteric septicemia of catfish 
และแบคทีเรีย Flavobacterium columnare ที่เป็นสาเหตุของโรคคอลัมนาริส  และปรสิตที่ก่อโรคในปลา
ดุก เช่น Epistylis sp. ซึ่งเป็นปรสิตเซลล์เดียว ปลิงใส Gyrodactylus sp. ซึ่งเป็นปรสิตภายนอก และ 
Trypanosoma sp. ซึ่งเป็นปรสิตที่พบในกระแสเลือดของปลาดุก (กรรนิการ์ และอาคม, 2537; อภิญญา, 
2546; Suanyuk et al., 2014) การศึกษาก่อนหน้านี้สามารถแยกเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus 
agalactiae จากปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ที่ เลี้ยงร่วมกับปลาหมอไทยในจังหวัด
นครศรีธรรมราช แต่เมื่อน้ามาทดสอบการก่อโรคในปลาดุกอุย พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ท้าให้ปลาดุก
อุยตายเพียงเล็กน้อย ทั้งนี้คาดว่าอาจมีปัจจัยอื่นโน้มน้าให้เกิดการตายในปลาดุกอุยร่วมด้วย การศึกษาครั้งนี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาพยาธิวิทยาการติดเช้ือแบคทีเรียร่วมกับปรสิตปลิงใส Gyrodactylus sp. ในปลา
ดุกอุย ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นแนวทางในการศึกษาพยาธิวิทยาของการติดเช้ือแบคทีเรีย
ร่วมกับปรสิตในสัตว์น้้า และเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงปลาดุกในประเทศไทย 
 
2. วิธีการทดลอง 

1. สัตว์ทดลอง 

 ลูกปลาดุกอุยขนาดประมาณ 3 นิ้ว ที่มีสุขภาพแข็งแรง และไม่ติดเช้ือแบคทีเรียและปรสิต ซื้อจาก
ฟาร์มในอ้าเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช น้ามาเลี้ยงที่ศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น้้า กิจการ ศุภมาตย์ คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา ในถังไฟเบอร์กลาสขนาด 3 ตัน 
เลี้ยงด้วยอาหารเม็ดลอยน้้าวันละ 2 มื้อ ให้อากาศตลอดเวลา จนได้น้้าหนักประมาณ 40 กรัม 
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2. แบคทีเรีย 

แบคทีเรีย S. agalactiae PSU-KSAAHRC-252 ที่แยกได้จากปลาดุกอุยป่วยที่เลี้ยงในอ้าเภอสิชล 
จังหวัดนครศรีธรรมราช น้ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA หรือ TSB บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
24-48 ช่ัวโมง 

 
3. ปรสิตและการติดเชื้อปรสิต   

 ปรสิตที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้คือ ปลิงใส Gyrodactylus sp. แยกได้จากปลาดุกอุย และท้าให้ปลา
ดุกอุยที่เลี้ยงติดปลิงใส โดยแบ่งปลาดุกอุยออกเปน็ 2 ถัง จากนั้นใช้ปลาดุกอุยที่ติดปรสิตปลงิใส ใส่ลงไปในถัง
ที่ต้องการจ้านวน 1 ถัง เลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์เพื่อให้ปลิงใสที่อยู่ในถังเพิ่มปริมาณ และท้าให้ปลาดุก
อุยติดปลิงใสทั่วทั้งถัง  
 
4. การศึกษาองค์ประกอบเลือดของปลาดุกอุย 

 สุ่มเก็บตัวอย่างปลาจากถังที่ติดปลิงใสและถังที่ไม่ติดปลิงใสจ้านวน 6 ตัวต่อถัง น้ามาวิเคราะห์
องค์ประกอบเลือดของปลาทั้งสองกลุ่มตามพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ปริมาณเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว
ทั้งหมด ปริมาตรเม็ดเลอืดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน ปริมาณโปรตีนในน้้าเลือด การลดลงของไนโตรบลู เตตร้า
โซเลียม กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ และการจับกินสิ่งแปลกปลอม ตามวิธีการที่ได้กล่าวไว้แล้วในบทที่ 4 
 
5. การศึกษาพยาธิวิทยาการติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาดุก

อุย 

 5.1 การติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาดุกอุย 

  ศึกษาการติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาดุกอุยที่
มีขนาดน้้าหนักเฉลี่ย 41.32±0.59 กรัม วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized 
Design; CRD) โดยคัดเลือกปลาดุกอุยจากถังที่ติดปลิงใส และไม่ติดปลิงใส น้ามาแยกเลี้ยงในตู้ๆ ละ 20 ตัว 
แบ่งการทดลองออกเป็น 4 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้้า ดังนี ้

ชุดการทดลองที่ 1 ปลาดุกอุยปกติ 
  ชุดการทดลองที่ 2 ปลาดุกอุยติดแบคทีเรีย S. agalactiae  
  ชุดการทดลองที่ 3 ปลาดุกอุยติดปลิงใส Gyrodactylus sp. 
  ชุดการทดลองที่ 4 ปลาดุกอุยติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae  

เลี้ยงปลาแต่ละชุดการทดลองเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ ก่อนเริ่มการทดลองเพื่อให้ปลาดุกอุยปรับ
สภาพเข้ากับการเลี้ยงในตู้ ระหว่างการทดลองท้าการตรวจวัดคุณภาพน้้าต่างๆ ได้แก่ ปริมาณออกซิเจน
ละลายน้้า อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง อัลคาไลนิต้ี แอมโมเนีย และไนไตรท์ตามวิธีการมาตรฐาน Boyd และ 
Tucker (1992) และ APHA และคณะ (1998) 

น้าเช้ือแบคทีเรีย  S. agalactiae PSU–KSAAHRC-252 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง น้าเช้ือที่ได้ไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 
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13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ล้างเซลล์แบคทีเรียด้วยสารละลาย PBS  
(pH 7.4) จ้านวน 3 ครั้ง และละลายเช้ือแบคทีเรียที่ได้ด้วยสารละลาย PBS (pH 7.4) ให้ได้ความเข้มข้น 108 
ซี เอฟยูต่อมิลลิลิตร น้าไปฉีดเข้าบริ เวณช่องท้องของปลาดุกอุยปกติและปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส 
Gyrodactylus sp. (ชุดการทดลองที่ 2 และ 4) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 

สังเกตอาการและบันทึกอัตราการตายของปลาทุกชุดการทดลองเป็นระยะเวลา 14 วัน น้า
ปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสมาตรวจนับจ้านวนปลิงใสบริเวณเหงือกและผิวหนังก่อนเริ่มการทดลองและหลังการ
ทดลอง ปลาที่ตายในระหว่างการทดลองทุกกลุ่มจะท้าการเพาะเช้ือจาก สมอง ตับ และไต เพื่อยืนยันสาเหตุ
การตายและท้าการตรวจนับจ้านวนปลิงใสจากปลาที่ตายทุกตัว 

5.2 การศึกษาพยาธิสภาพของเน้ือเยื่อปลาดุกอุยท่ีติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับ
แบคทีเรีย S. agalactiae  

  เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ ตับ ไต สมอง และม้ามของปลาดุกอุยใกล้ตายจากการทดลองติดปลิง
ใส ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แสดงอาการของโรคชัดเจนมาศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ 
ตามวิธีการของ Humason (1979) โดยน้ามาดองในสารละลายฟอร์มาลินความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ นาน  
3 วัน จากนั้นเปลี่ยนเป็นเอทานอลความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ นาน  3 วัน และเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 
นาน 3 วัน เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อ น้าอวัยวะทั้งหมดมาผ่านข้ันตอนการท้าเนื้อเยื่อด้วยเครื่อง 
Automatic Tissue Processor ซึ่งจะผ่านแอลกอฮอล์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ จาก 50 ถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ เพื่อดึงน้้าออกจากเซลล์ แล้วผ่านลงในไอโซโพรพิล และไซลีน และฝังลงในพาราพลาส น้า
ตัวอย่างที่ได้มาตัดด้วยเครื่องไมโครโตมให้มีความหนา 3-5 ไมครอน จากนั้นย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลินและอี
โอซิน ตามวิธีการของ Bancroft (1967) และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 
6. การแยกเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใส  

เตรียมเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae PSU–KSAAHRC-252 ตามวิธีการข้อ 5.1 น้าไปฉีดเข้าบริเวณ
ช่องท้องของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว โดยแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 2 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้้าๆ ละ 10 ตัวดังนี ้

  ชุดการทดลองที่ 1 ปลาดุกอุยติดปลิงใส Gyrodactylus sp. 
   ชุดการทดลองที่ 2 ปลาดุกอุยติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae  
  

แยกเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae  จากปลิงใสด้วยวิธีการที่ดัดแปลงจาก Xu และคณะ (2007) โดย
เก็บปลิงใสจากปลาทั้ง 2 ชุดการทดลอง  ในระยะเวลาต่างๆ นาน 7 วัน ใช้กระจกสไลด์ขูดเมือกบริเวณ
ผิวหนังทั้งสองข้างของล้าตัวใส่ในบีกเกอร์ที่เติมน้้าสะอาด ใช้ปิเปตดูดปลิงใสจากบีกเกอร์พร้อมนับจ้านวนใส่
ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น้าไปแช่ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 นาที 
เพื่อท้าให้ปลิงใสหยุดการเคลื่อนที่ น้าไปหมุนเหว่ียงด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงขนาดเล็ก (mini-centrifuge) ให้
ปลิงใสที่อยู่ในหลอดตกตะกอน ดูดน้้าที่อยู่ในหลอดทิ้ง แล้วฆ่าเช้ือภายนอกตัวปลิงใสด้วยยาปฏิชีวนะเพน
นิซิลลิน ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสเตรปโตมัยซิน ความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร อย่างละ 200 ไมโครลิตรโดยเติมลงในหลอด ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที ล้างยาปฏิชีวนะออกด้วยสารละลาย 
PBS (pH 7.4) จ้านวน 3 ครั้ง และเติมสายละลาย PBS (pH 7.4) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใช้แท่งบดๆ ปลิง
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ใสที่อยู่ในหลอดให้ละเอียด ดูดสารละลายที่ได้ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA 
น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน  48 ช่ัวโมง ท้าการนับและคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่มีลักษณะ
โคโลนีคล้ายกับแบคทีเรีย S. agalactiae น้าไปเลี้ยงต่อให้ได้เช้ือบริสุทธ์ิ และยืนยันชนิดโดยอาศัยคุณสมบัติ
ทางกายภาพและชีวเคมีได้แก่ การย้อมแกรม การทดสอบการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส  คาตาเลส และการ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีอื่นๆโดยใช้ชุดทดสอบ API 20 STREP (bioMérieux) 
 
7. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 
 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลแบบทางเดียว (One way ANOVA) 
และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเช่ือมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์  
 
3. ผลการทดลอง 

1. ปรสิตปลิงใส 

 ปลิงใสที่แยกได้จากปลาดุกอุยมีล้าตัวสีขาวใส ความยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปลายหน้าสุดแยก
ออกเป็น 2 แฉก บริเวณโอพีสแฮพเตอร์มีสมอใหญ่อยู่ตรงกลาง 1 คู่ และมีมาร์จินอล ฮุกรอบๆ 16 อัน ซึ่ง
เป็นปลิงใสที่จัดอยู่ในครอบครัวไจโรเดคไทลิดี้ (Gyrodactylidae) สกุลไจโรเดคไทลัส (Gyrodactylus sp.) 
(ภาพที่ 16) 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    
 
ภาพท่ี 16 ปลงิใส Gyrodactylus sp. ที่แยกได้จากปลาดุกอุย 
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2. องค์ประกอบเลือดของปลาดุกอุย 

 การวิเคราะห์องค์ประกอบเลือดของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. และปลาดุกอุยปกติ 
พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปรสิต มีค่าฮีมาโตคริต ฮีโมโกลบิน ปริมาณเม็ดเลือดแดง และปริมาณโปรตีนในซีรั่มต่้า
กว่าปลาดุกอุยปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p <0.05) (ตารางที่ 8) ส่วนค่าองค์ประกอบเลือดอื่นๆ ได้แก่ ปริมาณ
เม็ดเลือดขาว การลดลงของ NBT ไลโซไซม์ การจับกินสิ่งแปลกปลอม ดัชนีการจับกินสิ่งแปลกปลอม และ
ค่าเฉลี่ยจ้านวนเม็ดบีทที่ถูกจับกินต่อเซลล์ ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p>0.05) (ตารางที่ 8) 
 
ตารางท่ี 8 ค่าองค์ประกอบเลือดของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. และปลาดุกอุยปกต ิ

Blood parameters 
Parasitic infection 

No infection Gyrodactylus sp. 
Haematocrit (%) 33.48 ± 4.1a 27.29 ± 4.0b 

Haemoglobin (g/dl) 5.85 ± 0.69a 4.71 ± 0.82b 

Red blood cell (x109 cell/mm3) 3.05 ± 0.37a 2.24 ± 0.47b 

White blood cell (x107 cell/mm3) 3.76 ± 0.87a 4.27 ± 0.95a 
Serum protein (mg/ml) 35.17 ± 3.68a 21.55 ± 6.04b 
NBT reduction 0.011 ± 0.009a 0.014 ± 0.012a 

Lysozyme (µg/ml) 8.28 ± 4.92a 9.41 ± 7.54a 

Phagocytosis (%) 11.00 ± 1.41a 9.5 ± 1.73a 
Phagocytic index 0.03 ± 0.00a 0.02 ± 0.005a 

Average number of the bead 
ingested per cell 2.41 ± 0.34a 2.69 ± 0.05a 

หมายเหตุ ค่าองค์ประกอบเลือดในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรเดียวกันก้ากับ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ (p>0.05) 

 
3. การศึกษาการติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาดุกอุย 

 การทดลองติดเช้ือแบคทีเรยี S. agalactiae ในปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. และปลา
ดุกอุยปกติ พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีอัตราการตายเฉลี่ยสูงสุดคือ 
36.7±12.6 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) กับปลาดุกอุยที่ติดแบคทีเรีย S. agalactiae 
เพียงอย่างเดียว ที่มีอัตราการตายเฉลี่ย 6.7±5.8 เปอร์เซ็นต์ ส่วนปลาในกลุ่มที่ติดปลิงใสเพียงอย่างเดียวกับ
ปลาในกลุ่มควบคุมไม่มีการตาย (ตารางที่ 9 และภาพที่ 17) โดยปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย 
 S. agalactiae มีอาการว่ายน้้าควงสว่าน มีของเหลวในช่องท้อง ตับซีด ม้ามโต  เลือดออกในสมอง มีการ
ขับเมือกมากผิดปกติ ครีบกร่อน และผิวหนังมีสีซีด (ภาพที่ 18) ใกล้เคียงกับปลาดุกอุยที่ติดแบคทีเรีย 
S. agalactiae เพียงอย่างเดียว ที่มีอาการคล้ายกับปลาทีต่ิดปลิงใสรว่มกับแบคทีเรีย S. agalactiae ยกเว้น
การขับเมือกมากผิดปกติ ครีบกร่อน และผิวหนังมีสีซีด การตรวจนับจ้านวนปลิงใส Gyrodactylus sp. ใน
ปลาดุกอุย สามารถพบปลิงใสเป็นจ้านวนมากบริเวณผิวหนัง และพบปลิงใสเล็กน้อยในเหงือกของปลาดุกอุย
ที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae และปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสเพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 10) 
คุณภาพน้้าระหว่างการทดลองมีค่าออกซิเจนละลายน้้า 7.01±0.34 มิลลิกรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 30.14±0.86 
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องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 6.21±0.93 ค่าอัลคาไลนิต้ี 23.52±16.14 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าแอมโมเนีย 
3.11±2.49 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่าไนไตรท์ 1.75±0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
ตารางท่ี 9 อัตราการตายของปลาดุกอุยในแต่ละชุดการทดลอง 

หมายเหตุ ค่าองค์ประกอบเลือดในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรเดียวกันก้ากับ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ
ความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ (P>0.05) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 17 อัตราการตายสะสมของปลาดุกอุยในแต่ละชุดการทดลอง 
 

Parasitic infection Challenge Number dead/total fish Mortality (%) 
T1:  No infection None (N-N) 0/0 0±0b 

T2:  No infection S. agalactiae (N-S) 4/60 6.7±5.8b 

T3:  Gyrodactylus sp. None (G-N) 0/0 0±0b 

T4:  Gyrodactylus sp. S. agalactiae (G-S) 22/60 36.7±12.6a 
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ตารางท่ี 10 จ้านวนปลงิใสทีพ่บบรเิวณผิวหนังและเหงอืกของปลาดุกอุยในแต่ละกลุม่ 

Parasitic infection challenge 
Day 0   Day 1-13   Day 14   
Skin gill skin Gill Skin gill 

T1: No infection None (N-N) 0±0 0±0 NA NA 0±0 0±0 
T2: No infection S. agalactiae(N-S) 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
T3: Gyrodactylus sp. None (G-N) 9.3±2.1 0±0 NA NA 1.67±0.58 0±0 
T4: Gyrodactylus sp. S. agalactiae(G-S) 9.3±2.1 0±0 37.5±29.6 1.1±1.8 5.3±4.5 0±0 
หมายเหตุ NA: not available = ไม่มีตัวอย่าง 
 
 

 
 
ภาพท่ี 18 อาการของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae  

   (ก) ผิวหนังมีสีซีด และครีบกร่อน (ข) ม้ามโต (ค) เลือดออกในสมอง 
 
4. การเปลี่ยนแปลงทางพยาธสิภาพของเน้ือเยื่อปลาดุกอุย 

 การศึกษาเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. 
ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae พบว่าปลาที่ติดเช้ือมีเลือดออกในสมอง (ภาพที่ 19ก) และเยื่อหุ้มสมอง
อักเสบ (meningitis) (ภาพที่ 19ข) พบอาการเลือดค่ังภายในตับ (congestion) (ภาพที่ 20ก) และเกิดการ
แทรกตัวของเมลาโนแมคโครฟาจ (melanomacrophage) ในเนื้อเยื่อตับ (ภาพที่ 20ข) ท่อไตเสื่อมสลาย
และมีเลือดออกในไต (hemorrhage) (ภาพที่ 21) ส่วนม้ามมีอาการเลือดออกกระจายอยู่ในเนื้อเยื่อ (diffuse 
hemorrhage) (ภาพที่ 22) 
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ภาพท่ี 19 สมองของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae            

(ก) เลือดออกในสมอง (ดอกจัน) H&E, bar = 50 µm (ข) เยื่อหุ้มสมองอักเสบ (ดอกจัน) H&E, 
bar = 50 µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 20 ตับของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae (ก) เลือดค่ัง

ภายในตับ (ดอกจัน) H&E, bar = 50 µm (ข) เกิดการแทรกตัวของเมลาโนแมคโครฟาจใน
เนื้อเยื่อตับ (ดอกจัน) H&E, bar = 10 µm 

ข ก 

ข ก 



 

 

62 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 21 ไตของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae เกิดการเสื่อม

สลายของท่อไต (ดอกจัน) และมีเลือดออกในไต H&E, bar = 50 µm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 22 ม้ามของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีอาการ

เลือดออกกระจายในเนื้อเยื่อ (ดอกจัน) H&E, bar = 50 µm 
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5. การแยกเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใส  

 การแยกเช้ือแบคทีเรียจากปลิงใสในปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสเพียงอย่างเดียว และปลาดุกอุยที่ติดปลิง
ใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae พบว่าปลาดุกอุยทั้ง 2 ชุดการทดลองมีจ้านวนปลิงใสอยู่ในช่วง 7- 31 
ตัวตอ่ปลาดุกอุย 1 ตัว โดยปลิงใสที่แยกจากปลาดุกอุยทั้ง 2 ชุดการทดลอง มีจ้านวนสูงที่สุดในวันที่ 2 หลัง
การติดเช้ือ จากนั้นเริ่มลดลงจ้านวนลงจนถึงวันที่ 7 (ตารางที่ 11) การทดลองแยกเช้ือแบคทีเรียจากปลิงใส
ไม่พบเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใสในปลาดุกอยุที่ติดปลงิใสเพียงอย่างเดียว แต่พบเช้ือแบคทีเรีย
S. agalactiae จากปลิงใสในปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae  ในช่ัวโมงที่ 36 และ 
48 หลังการติดเช้ือ (ตารางที่ 11)  
 

ตารางท่ี 11 แสดงจ้านวนปลิงใส และเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใสในระยะเวลาต่างๆ หลังการ
ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae 

  หมายเหต ุ (+) ตรวจพบเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae ในปลิงใส; (-) ไม่พบเช้ือแบคทเีรีย S. agalactiae 
ในปลิงใส 

 
4. วิจารณ์ผลการทดลอง 

 โรคติดเช้ือปรสิตและแบคทีเรียสร้างปัญหาอย่างมากต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า โดยโรคส้าคัญที่เกิด
จากปรสิตได้แก่ Trypanosomiasis Velvet disease Trichodiniasis และ skin flukes disease (อภิญญา, 
2546; ประไพสิริ, 2546) และโรคที่เกิดจากเช้ือแบคทีเรียได้แก่ Motile Aeromonas septicemia Enteric 
septicemia of catfish และ Columnaris (นเรศ, 2555; ชนกันต์, 2557; Suanyuk et al., 2014) 
นอกจากโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรยีหรือปรสติอย่างใดอย่างหนึ่งแล้ว ปัจจุบันยังพบการติดเช้ือร่วมกัน
ของแบคทีเรีย และปรสิต (Xu et al., 2007; 2009) ที่ส่งผลให้ปลามีอัตราการตายสูงข้ึน การศึกษาครั้งนี้
ทดลองติดเช้ือปรสิต Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae ในปลาดุกอุย โดยปลิงใส 
Gyrodactylus sp. เป็นปรสิตที่สร้างปัญหาอย่างมากต่อการเพาะเลี้ยงปลาดุกหลายชนิด รวมทั้งปลาดุกอุย 
(SEAFDEC/AQD, 1993; Lerssutthichawal, 2008) และโรคสเตรปโตคอคโคซีสที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย  
S. agalactiae เป็นโรคที่สร้างความเสียหายอย่างมากในเพาะเลี้ยงปลานิล  (Suanyuk et al., 2008) ใน
ประเทศไทย 

Time 
Fish group 

Gyrodactylus sp. Gyrodactylus sp.+S. agalactiae 
Number of  skin fluke S. agalactiae Number of skin fluke S. agalactiae 

0h 7.0±2.6  - 7.0±2.6  - 
12h 12.3±6.8  - 13.3±13.1  - 
24h 10.3±3.8  - 18.0±8.2  - 
36h 16.0±7.2  - 25.0±11.0  + 
48h 31.3±21.5  - 25.6±6.5  + 
3day 27.0±13.5  - 20.0±7.1  - 
5day 13.7±16.9  - 15.0±7.1  - 
7day 14.7±12.8  - 14.5±9.2  - 
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การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. 
เปรียบเทียบกบัปลาดุกอุยปกติ พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปรสิตมีค่าฮีมาโตคริต ฮีโมโกลบิน ปริมาณเม็ดเลือดแดง 
และโปรตีนในซีรั่มต่้ากว่าปลาดุกอุยปกติอย่างมีนัยส้าคัญ คล้ายคลึงกับการศึกษาของ Jeronimo และคณะ 
(2014) ที่รายงานถึงการลดลงของค่าฮีมาโตคริต ค่าฮีโมโกลบิน และปริมาณเม็ดเลือดแดงในปลาเปคู 
(Piaractus mesopotamicus) ที่ติดปลิงใส Anacanthorus penilabiatus ซึ่งเป็นปรสิตในครอบครัว 
เดกไทโลไจริดี้ โดยการลดลงขององค์ประกอบเลือดของปลาที่ติดเช้ือปรสิต อาจมีสาเหตุจากกลไกการยึด
เกาะของปรสิต วงจรชีวิต และจ้านวนปรสิต โดยพบว่าจ้านวนปรสิตมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ
เลือดของปลา ซึ่งปลาที่ติดปรสติจ้านวนมากจะมกีารเปลีย่นแปลงองค์ประกอบเลอืดอย่างชัดเจน (Jeronimo 
et al., 2014) 

การทดลองติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ให้กับปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. และ
ปลาดุกอุยปกติ พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีอัตราการตายเฉลี่ยสูงสุดคือ 
36.7 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  กับปลาดุกอุยที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae เพียง
อย่างเดียว ซึ่งมีอัตราการตายเฉลีย่ 6.7 เปอร์เซ็นต์ ส่วนปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสเพียงอย่างเดียวกับปลาในกลุ่ม
ควบคุมไม่มีอัตราการตาย สอดคล้องกับการทดลองของ Xu และคณะ (2009) ที่รายงานถึงอัตราการตายที่
เพิ่มข้ึนของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. iniae ร่วมกับปรสิต Ichthyophthirius multifiliis โดยพบว่าปลา
นิลที่ติดปรสิต I. multifiliis และปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. iniae เพียงอย่างเดียวมีอัตราการตายเฉลี่ย 4 
และ 20 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ แต่ปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรยี S. iniae ร่วมกับติดปรสิต I. multifiliis มีอัตรา
การตายที่เพิ่มสูงข้ึนเป็น 88 เปอร์เซ็นต์ และรายงานของ Xu และคณะ (2007) ที่พบว่าการติดเช้ือแบคทีเรีย      
S. iniae ร่วมกับปรสิตปลิงใส Gyrodactylus niloticus ในปลานิล ท้าให้ปลานิลมีอัตราการตายเฉลี่ยสูงข้ึน
เป็น 42.2 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างจากปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. iniae เพียงอย่างเดียวที่มีอัตราการตาย 6.7 
เปอร์เซ็นต์ และปลานิลที่ติดปลิงใส G. niloticus เพียงอย่างเดียวไม่พบอัตราการตาย ทั้งนี้สาเหตุการตายที่
สูงข้ึนของปลาดุกอุยที่ติดปรสิตร่วมกับแบคทีเรีย เนื่องจากปลิงใสท้าให้ปลามีระบบภูมิคุ้มกันลดลง สังเกตได้
จากผลองค์ประกอบเลือดที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่าปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสมีค่าองค์ประกอบเลือด
ต่้าลงกว่าปลาปกติแสดงให้เห็นว่าปลาที่ติดปรสิตมีความอ่อนแอ นอกจากนี้ปลาที่มีความเครียดสูง และการ
ท้างานของระบบภูมิคุ้มกันต่้า จะมีความสามารถในการต้านทานโรคลดลง (Bowers et al., 2000) เป็น
สาเหตุท้าให้การติดเช้ือปลิงใสร่วมกับแบคทีเรียมีความรุนแรงของโรคเพิ่มสูงข้ึน 
 ปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีการขับเมือกมากผิดปกติ ครีบกร่อน และ
บริเวณผิวหนังมีสีซีด สอดคล้องกับรายงานของ Mohamed และคณะ (2010) ที่พบว่าปลาดุกรัสเซียวัยอ่อน 
(Clarias gariepinus) ที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. มีครีบกร่อน มีรอยถลอกบริเวณผิวหนัง และมีการ
ขับเมือกมาก เนื่องจากปลิงใส Gyrodactylus sp. ท้าให้เกิดการเพิ่มข้ึนของเซลล์ที่ท้าหน้าที่หลั่งสารเมือก 
(goblet cell) ในผิวหนัง และท้าให้ปลามีการขับเมือกออกมามากเพราะเมือกเป็นส่วนช่วยปกป้องผิวหนัง
ของปลา ส่วนอวัยวะภายในของปลาที่ติดปรสิตปลงิใสร่วมกบัแบคทีเรีย S. agalactiae พบตับมีสีซีด ม้ามโต 
มีของเหลวในช่องท้อง เลือดออกในสมอง สอดคล้องกับรายงานของ Giordano และคณะ (2010) ที่พบว่า
ปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae มีอาการว่ายน้้าผิดปกติ เลือดออกบริเวณผิวหนัง มีของเหลวใน
ช่องท้อง ม้ามโต ตับมีสีซีด เช่นเดียวกับ เฉลิม และคณะ (2548) ที่พบว่าปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 
ที่ติดเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus sp. มีอาการตาขุ่น มีของเหลวในช่องท้อง สมองเป็นสีชมพู และตับซีด  
 ปลิงใส Gyrodactylus sp. เป็นปรสิตภายนอก ตามปกติแล้วสามารถพบได้ที่บริเวณเหงือก ผิวหนัง 
และครีบของปลา (Xu et al., 2007; Paladini et al., 2009) การทดลองครั้งนี้ตรวจนับจ้านวนปลิงใส
บริเวณผิวหนัง และเหงือกปลาดุกอุยเนื่องจากผิวหนังเป็นพื้นที่ส่วนใหญ่ของปลาดุกอุย และเหงือกเป็น
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อวัยวะที่สามารถพบปลิงใสได้บ่อย จึงใช้ทั้งสองบริเวณนี้เป็นตัวแทนในกาตรวจนับจ้านวนปลิงใส โดยการ
ตรวจนับจ้านวนปลิงใส Gyrodactylus sp. ในปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae และ
ปลาดุกอุยที่ติดปลิงใสเพียงอย่างเดียว พบว่าบริเวณที่พบปลิงใสมีความคล้ายคลึงกับการทดลองของ 
Elgendy และคณะ (2016) ที่รายงานว่าบริเวณที่สามารถพบปลิงใส G. anguilla ในปลาไหลยุโรป 
(Anguilla anguilla) ที่ติดเช้ือแบคทีเรีย Vibrio vulnificus ร่วมกับปลิงใส G. anguilla  คือผิวหนังและ
เหงือก อย่างไรก็ตามการทดลองครั้งนี้แตกต่างจากการทดลองของ Collins และคณะ (2002) และ Vallat 
และ Berthe (2016) ที่รายงานพบปลิงใส G. salaris มากบริเวณครีบ และพบบ้างบริเวณล้าตัว เหงือก และ
ปากของปลาแซลมอน ทั้งนี้บริเวณที่พบปรสิตข้ึนอยู่กับความหนาแน่นของปรสิตแต่ละชนิด รวมทั้งชนิดของ
ตัวเจ้าบ้าน โดยการแพร่กระจายของปรสิตอาจแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับชนิดของปลา ปลาบางชนิดอาจพบ
ปรสิตได้มากบริเวณล้าตัว และอาจพบได้น้อยบริเวณเหงือก (Vallat and Berthe, 2016) 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp.
ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae พบว่าปลาที่ติดเช้ือมีอาการเลือดออกในสมอง เยื่อหุ้มสมองอักเสบ มีเลือด
ค่ังภายในตับ เกิดการแทรกตัวของเมลาโนแมคโครฟาจในเนื้อเยื่อตับ และมีเลือดออกกระจายในม้าม
สอดคล้องกับการทดลองของ Alsaid และคณะ (2013) ที่พบว่าม้ามของปลานิลแดงที่ติดแบคทีเรีย            
S. agalactiae เกิดการเสื่อมสลายของเรดพัลพ์ (red pulp) มีเลือดออกกระจายภายในม้าม เยื่อหุ้มสมอง
อักเสบและมีเลือดออกในสมอง เนื้อเยื่อตับเกิดช่องว่างภายในเซลล์ มีจ้านวนเมลาโนแมคโครฟาจเพิ่มข้ึน 
โดยการเพิ่มจ้านวนและขนาดของเมลาโนแมคโครฟาจเป็นอาการที่พบได้บ่อยในปลาที่ติดเช้ือแบคทีเรีย ส่วน
การเสื่อมสลายของท่อไต และมีเลือดออกในไตยังสอดคล้องกับรายงานของ Laith และคณะ (2017) ที่พบว่า
ไตของปลานิลที่ติดแบคทีเรีย S. agalactiae มีอาการเลือดออกภายในไต และมีลิ่มเลือดอุดตันในท่อไต 

การศึกษาครั้งนี้สามารถแยกเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae จากปลิงใสที่แยกได้จากปลาดุกอุยที่ติด
เช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ได้ในช่ัวโมงที่ 36 และ 48 หลังการติดเช้ือ ช้ีให้เห็นว่าเช้ือแบคทีเรีย             
S. agalactiae สามารถถ่ายทอดจากปลาดุกอุยสู่ปลิงใส Gyrodactylus sp. ได้ คล้ายคลึงกับการทดลอง
ของ Xu และคณะ (2007) ที่สามารถแยกเช้ือแบคทีเรีย S. iniae จากปลิงใส G. niloticus ในปลานิลที่ติด
แบคทีเรีย S. iniae ร่วมกับปลิงใสที่ 24 และ 72 ช่ัวโมงหลังการติดเช้ือ ทั้งนี้ Xu และคณะ (2007) ยังกล่าว
ว่าปลิงใสอาจท้าหน้าที่เป็นพาหะของเช้ือแบคทีเรีย S. iniae เนื่องจากแบคทีเรยี S. iniae ที่อยู่ในปลิงใสอาจ
เข้าสู่ปลาตัวอื่นได้ทางบาดแผลบนผิวหนังที่เกิดจากขอหนามเมื่อปลิงใสเข้าไปเกาะในปลาตัวใหม่ 

การศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าการติดเช้ือปรสิตร่วมกับแบคทีเรียส่งผลกระทบต่อการเพาะเลี้ยงปลาดุก
อุย โดยปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. มีค่าองค์ประกอบเลือดต่้ากว่าปลาดุกอุยปกติ ส่งผลให้
ปลาดุกอุยที่ติดปลิงใส Gyrodactylus sp. ร่วมกับแบคทีเรีย S. agalactiae มีอัตราการตายที่สูงข้ึน ผลจาก
การศึกษาในครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการตรวจวินิจฉัยโรคที่เกิดข้ึนกับปลาดุกอุย และเป็นประโยชน์ต่อ
เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงปลาดุกในอนาคต 
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บทท่ี 6 

การทดลองติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล  
(Oreochomis niloticus) 

 
1. บทน า 
 
 ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลาน้้าจืดที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ เนื่องจากเป็นปลาที่
มีคุณค่าทางอาหารสูง เลี้ยงง่าย และเจริญเติบโตเร็ว การบริโภคปลานิลในประเทศไทยสูงถึง 30 เปอร์เซ็นต์
ของการบริโภคปลาทั้งหมด (Piumsombun, 2003) และมีแนวโน้มการบริโภคที่สูงข้ึนอย่างต่อเนื่องในปี 
พ.ศ. 2552 ประเทศไทยได้ผลิตปลานิลได้สูงถึง 221,042 ตัน (ศูนย์สารสนเทศ กรมประมง, 2552) คิดเป็น 
42 เปอร์เซ็นต์ ของผลผลิตการเลี้ยงสัตว์น้้าจืดและมีแนวโน้มการส่งออกสูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง โดยในปี พ.ศ. 
2552 มีปริมาณผลผลิตปลานิลส่งออกรวม 14,103 ตัน มูลค่าการส่งออกสูงถึง 1,153 ล้านบาท (ส้านักวิจัย
และพัฒนาประมงน้้าจดื กรมประมง, 2555) ปัจจุบันผลผลิตปลานิลยังไม่เพียงพอกับความต้องการของตลาด 
ท้าให้การเลี้ยงปลานิลเป็นธุรกิจการเกษตรที่ได้รับความสนใจของประชาชนทั่วไป เนื่องจากปลานิลสามารถ
เลี้ยงได้ในทุกสภาพทั้งในบ่อดินและในกระชัง จึงท้าให้เกษตรกรนิยมเลี้ยงปลานิลที่ความหนาแน่นสูงและให้
อาหารมากเกินความต้องการ ท้าให้ปลาเกิดความเครียด ระบบภูมิคุ้มกันลดลง และยอมรับต่อเช้ือโรคได้ง่าย
ข้ึน โดยโรคส้า คัญชนิดหนึ่ งที่ มี รายงานพบการระบาดในปลานิล  คือ โรคสเตรปโตคอคโคซีส 
(Streptococcosis) ที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย Streptococcus spp. ซึ่งท้าความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยง
ปลานิลเป็นอย่างมาก โดยโรคสเตรปโตคอคโคซีสระบาดได้ทั้งในปลาที่อาศัยตามแหล่งน้้าธรรมชาติ (Baya 
et al., 1990) และปลาในฟาร์มเพาะเลี้ยง (Hoshina et al., 1958; Perera et al., 1997) สามารถพบการ
ระบาดได้ทั้งในเขตน้้าจืด น้้ากร่อยและน้้าเค็ม (Evans et al., 2002) ความรุนแรงของโรคที่เกิดข้ึนสร้าง
ความเสียหายอย่างมากต่อผลผลติปลาเศรษฐกิจทีส่้าคัญหลายชนิด (Inglis et al., 1993) โดยในประเทศไทย
พบการระบาดของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลาบู่ทราย (จิราพร และคณะ, 2529) ปลากะพงขาว 
(เยาวนิตย์ และคณะ, 2543; Suanyuk et al., 2010) และปลานิล (Suanyuk et al., 2008; 
Dangwetngam et al., 2016) โดยแบคทีเรียที่มีรายงานว่าเป็นสาเหตุของโรคสเตรปโตคอคโคซีสในปลานิล
ที่เลี้ยงในประเทศไทยมี 2 ชนิด คือ Streptococcus agalactiae และ Streptococcus iniae ในพื้นที่เขต
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ดริญญา และคณะ, 2550) ภาคกลางและภาคใต้ (นเรศ และคณะ, 2548; 
Suanyuk et al., 2008) อย่างไรก็ตามการศึกษาคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาพบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ที่
แยกได้จากปลานิลที่เลี้ยงในประเทศไทยมีเพียง 2 ซีโรไทป์ คือ ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III ในขณะที่
ต่างประเทศมีรายงานการติดเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลาหลายชนิด การศึกษาในบทที่ 4 พบว่า
แบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib สามารถก่อโรคได้ในปลานิล การศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาความ
รุนแรงของการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล รวมทั้งและการเปลี่ยนแปลงของ
ระบบภูมิคุ้มกันในปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรยีชนิดนี้ เพื่อเป็นแนวทางในการรับมอืโรค สเตรปโตคอคโคซีส ที่มี
สาเหตุจากแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ซึ่งอาจเกิดข้ึนในปลานิลที่เลี้ยงในประเทศไทยในอนาคต 
 
 
 
 



 

 

67 
 

2. วิธีการทดลอง 
 
1. การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล 
 
 ศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิลขนาดน้้าหนัก 36.97+0.46 
กรัม วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด โดยการทดลองประกอบด้วย 5 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้้าๆ ละ 10 
ตัว ได้แก่  
 
ชุดการทดลองท่ี 1  ชุดควบคุม ฉีดปลาด้วยสารละลาย Phosphate Buffer Saline เข้าช่องท้อง 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 2    ฉีดปลาด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่ความเข้มข้น 

106 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 3  ฉีดปลาด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่ความเข้มข้น 

107 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
ชุดการทดลองท่ี 4  ฉีดปลาด้วยสารละลายเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เข้าช่องท้องที่ความเข้มข้น 

108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรต่อตัว 
 
 บันทึกอาการและจ้านวนปลาที่ตายทุกวันๆ ละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 14 วัน โดยปลาทุกตัวที่ตายจะถูก
น้ามาแยกเช้ือจากสมอง บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA เพื่อยืนยันสาเหตุการตายจากแบคทีเรีย S. agalactiae ซี
โรไทป์ Ib พร้อมกันนี้ท้าการเก็บตัวอย่างปลาใกล้ตายที่แสดงอาการของโรคชัดเจนและน้ามา ศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพตามวิธีมาตรฐาน (Humason, 1979) 
 
2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลานิลท่ีติดแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design) โดยท้าการทดลอง 2 ชุด
การทดลอง ชุดการทดลองละ 3 ซ้้า โดยการสุ่มปลาน้้าหนักเฉลี่ยประมาณ 35 กรัมต่อตัว เลี้ยงในตู้ทดลองละ 
25 ตัวต่อซ้้าเพื่อศึกษาองค์ประกอบเลือดในปลานิลที่ได้เช้ือ S. agalactiae โดยแบ่งการทดลองดังนี้ 

 
ชุดการทดลองที่ 1 ชุดควบคุม คือชุดที่ฉีด PBS pH 7.4 (phosphate buffered saline) 
ชุดการทดลองที่ 2 ชุดทดลอง คือชุดที่ฉีดเช้ือ S. agalactiae ปริมาณเช้ือ 3.53×107 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 

 
บันทึกอาการและจ้านวนปลาที่ตายทุกวันโดยปลาทุกตัวที่ตายจะถูกน้ามาแยกเช้ือจากสมอง บน

อาหารเลี้ยงเช้ือ TSA เพื่อยืนยันสาเหตุการตายจากแบคทีเรีย S. agalactiae ส่วนปลาที่เหลือท้าการสุ่มเก็บ
เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดและระบบภูมิคุ้มกัน ในวันที่ 0, 1, 3, 6 และ 9 หลังการฉีดเช้ือ 
โดยสุ่มเก็บปลาซ้า้ละ 3 ตัว น้ามาสลบด้วยน้้ามันกานพลู ก่อนเจาะเลือดจากโคนหาง เพื่อศึกษาองค์ประกอบ
เลือด ได้แก่ ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ปริมาณฮีโมโกลบิน ปริมาณโปรตีนในซีรั่ม ปริมาณเม็ดเลือดแดง
และเม็ดเลือดขาว กิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ และการลดลงของไนโตรบลู เตตร้าโซเลี่ยม ตามวิธีการที่
กล่าวมาแล้วในบทที่ 4 
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3. ผลการทดลอง 

1. การทดลองติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิล 

 การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ibในปลานิลโดยวิธีการฉีดแบคทีเรีย
ความเข้มข้นประมาณ 106 - 108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวท้าให้ปลาตาย 33.33 – 90.00 
เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วัน (ภาพที่ 23) โดยปลาที่ติดเช้ือแบคทีเรียความเข้มข้น 108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 
มีอัตราการตายสูงมากในช่วงวันแรก ส่วนปลาที่ติดเช้ือแบคทีเรียความเข้มข้น 106-107 มีอัตราการตาย
ค่อนข้างต่้าในช่วงแรกของการติดเช้ือแต่จะค่อยๆ เพิ่มข้ึนหลังติดเช้ือจนสิ้นสุดการทดลอง การศึกษาอาการ
ของปลาที่ติดเช้ือพบว่าช่วงแรกปลามีอาการเซื่องซึม ว่ายน้้าเสียการทรงตัว  ล้าตัวมีสีคล้้า (ภาพที่ 24) ตา
โปนข้างเดียวหรือทั้งสองข้างร่วมกับอาการขุ่นขาวของกระจกตา เลือดออกบริเวณดวงตาและส่วนต่างๆ ของ
ร่างกาย ภายหลังจากการติดเช้ือ 3-4 วัน (ภาพที่ 25) อาการภายในของปลาป่วยพบว่า สมองมีสีชมพู ม้ามโต 
และตับซีด (ภาพที่ 26) 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของปลานิลที่ติดเช้ือ S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib พบการ
ตายเป็นหย่อมๆ (focal necrosis) ของเซลล์ตับ เซลล์ตับเรียงตัวไม่เป็นระเบียบ มีการหลุดลอกและมี
ช่องว่าง ภายในเซลล์เป็นจ้านวนมาก (ภาพที่ 27) ตับอ่อนของปลานิลที่ติดเช้ือเสื่อมสภาพและมีจ้านวนไซโม
เจนแกรนูลลดลง (ภาพที่ 28) เนื้อเยื่อไตมีเลือดออก พบเมลาโนแมคโครฟาจแทรกตัวอยู่ในเนื้อเยื่อ และเกิด
การหดตัวของโกลเมอรูลัส (ภาพที่ 29) เนื้อเยื่อม้ามเกิดการสลายตัวของไวท์พัลป์ และมีเมลาโนแมโครฟาจ
และเม็ดเลือดแทรกตัวเป็นจ้านวนมาก (ภาพที่ 30) มีเยื่อหุ้มหัวใจหนาข้ึนและมีเลือดออกกระจายอยู่ทั่วไป
บริเวณเยื่อหุ้มหัวใจ  (ภาพที่ 31) นอกจากนี้ยังพบเยื่อหุ้มสมองอักเสบ และเกิดการแทรกตัวของเม็ดเลือด
แดงเป็นจ้านวนมากบริเวณเยื่อหุ้มสมองและเนื้อสมอง (ภาพที่ 32) 
 
 

 
 
ภาพท่ี 23 อัตราการตายสะสมของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ความเข้มข้นต่างๆ 

โดยวิธีการฉีด 
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ภาพท่ี 24 อาการตวัคล้้าของปลานิลภายหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
 

 
 

ภาพท่ี 25 อาการตาโปนทั้งสองข้างและเลือดออกในตาของปลานิลภายหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย                 
 S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
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ภาพท่ี 26 อาการตับซีด (L) ของปลานิลภายหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
 

 
 

ภาพท่ี 27 เนื้อเยื่อตับของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib (a) แสดงการตายเป็น
หย่อมๆ (ดอกจัน) ของเซลล์ตับ (b) แสดงเซลล์ตับเรียงตัวไม่เป็นระเบียบ มีการหลุดลอกและมี
ช่องว่าง (ศรช้ี) ภายในเซลล์เป็นจ้านวนมาก [H&E, (a) Bar = 100 µm, (b) Bar = 10 µm] 

 
 

L 
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ภาพท่ี 28  เนื้อเยื่อตับอ่อน (P) ของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีลักษณะ
เสื่อมสภาพและมีจ้านวนไซโมเจนแกรนูลลดลง (H&E, Bar = 10 µm) 

 

 
 
ภาพท่ี 29 เนื้อเยื่อไตของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib (a) แสดงเมลาโนแมคโคร

ฟาจ (M) แทรกตัวอยู่ในเนื้อเยื่อ (b) แสดงเกิดการหดตัวของโกลเมอรูลัส (G) (H&E, Bar = 10 
µm) 

 
 

P 



 

 

72 
 

 
 
ภาพท่ี 30 เนื้อเยื่อม้ามของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib เกิดการสลายตัวของไวท์

พัลป์ (D) และมีเมลาโนแมโครฟาจและเม็ดเลือดแทรกตัวเป็นจ้านวนมาก (H&E, Bar = 50 µm) 
 

 
 

ภาพท่ี 31 เนื้อเยื่อหัวใจของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีเยื่อหุ้มหัวใจหนาข้ึน
และมีเลือดออก (ดอกจัน) กระจายทั่วไปบริเวณเยื่อหุ้มหัวใจ (H&E, Bar = 100 µm) 

 

D 

* 
* * 

* 
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ภาพท่ี 32 เนื้อเยื่อสมองของปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib มีอาการเยื่อหุ้มสมอง

อักเสบและเกิดการแทรกตัวของเม็ดเลือดแดง (ดอกจัน) เป็นจ้านวนมากบริเวณเยื่อหุ้มสมองและ
เนื้อสมอง (H&E, Bar = 50 µm) 

 
2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลือดของปลานิลท่ีติดแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib 
 
 การศึกษาองค์ประกอบเลือดในปลานิลหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ไม่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p>0.05) ของปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น ฮีโมโกลบิน ปริมาณซูเปอร์ออกไซด์ 
แอนไอออน และกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ ระหว่างปลานิลในชุดควบคุมและปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย 
S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib (ตารางที่ 12) โดยปริมาณเม็ดเลือดอัดแน่นของปลาชุดควบคุมมีค่าอยู่ในช่วง 
29.89±0.42 – 35.67±2.97 เปอร์เซ็นต์ และปลาติดเช้ือมีค่าอยู่ในช่วง 28.01±3.49 – 33.66±2.15 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาณฮีโมโกลบินของปลาชุดควบคุมมีค่าอยู่ในช่วง 3.89±0.89 – 5.42±1.26 กรัมต่อเดซิลิตร 
และปลาติดเช้ือมีค่าอยู่ในช่วง 3.31±0.69 - 5.01±1.64 กรัมต่อเดซิลิตร ปริมาณซูเปอร์ออกไซด์ แอนไอออน
ของปลาชุดควบคุมมีค่าอยู่ในช่วง 0.05±0.00 – 0.06±0.00 และปลาติดเช้ือมีค่าอยู่ในช่วง 0.05±0.00 – 
0.06±0.00 และกิจกรรมของเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาชุดควบคุมมีค่าอยู่ในช่วง 1.00±0.15 – 1.15±0.35 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และปลาติดเช้ือมีค่าอยู่ในช่วง 0.91±0.39 – 1.31±0.49 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   

การศึกษาครั้งนี้พบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในซีรั่ม เม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวระหว่าง
ปลานิลชุดควบคุม และปลานิลติดเช้ืออย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) โดยพบว่าในวันที่ 1 หลังการติดเช้ือ ปลา
นิลชุดควบคุมมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 48.47±4.73 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
(p<0.05) กับปลานิลติดเช้ือซึ่งมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเพียง 40.28±6.06 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่
วันที่ 6 และ 9 หลังการติดเช้ือพบว่าปรมิาณโปรตีนในซีรัม่ของปลานิลติดเช้ือสงูกว่าปลานิลชุดควบคุมอย่างมี
นัยส้าคัญ (p>0.05) โดยในวันที่ 6 ปลานิลชุดควบคุมมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 49.11±3.75 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร และปลานิลติดเช้ือมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 57.01±4.89 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และวันที่ 

* 
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9 ปลานิลชุดควบคุมมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 46.75±2.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และปลานิลติดเช้ือมี
ปริมาณโปรตีนในซีรั่มเท่ากับ 54.23±4.54 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือด
แดงพบว่าปลานิลที่ติดเช้ือมีปริมาณเม็ดเลือดแดงน้อยกว่าปลานิลชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ใน
วันที่ 1 หลังการติดเช้ือโดยปลานิลชุดควบคุมมีปริมาณเม็ดเลือดแดงเท่ากับ 2.54±0.33 x 109 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร และปลานิลติดเช้ือมีปริมาณเม็ดเลอืดแดงเท่ากับ 2.08±0.42 x109 เซลล์ต่อมิลลิลติร และเม็ดเลือด
ขาวพบว่าปลานิลที่ติดเช้ือมีปริมาณเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ในวันที่ 6 และวันที่ 9 
หลังการติดเช้ือโดยในวันที่ 6 ปลานิลชุดควบคุมมีปริมาณเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 5.88±1.71 x107 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตรและปลานิลติดเช้ือมีปริมาณเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 10.4±3.69 x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และวันที่ 9 
ปลานิลชุดควบคุมมีปริมาณเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 5.81±1.26 x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรและปลานิลติดเช้ือมี
ปริมาณเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 7.93±0.90 x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 12) 

 
4. วิจารณ์ผลการทดลอง 

 การศึกษาความรุนแรงของแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ในปลานิลโดยวิธีการฉีดแบคทีเรีย
ความเข้มข้นประมาณ 106 - 108 ซีเอฟยู/มิลลิลิตร เข้าช่องท้อง พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวท้าให้ปลาตาย 
33.33 – 90.00 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 14 วัน ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib สามารถ
ก่อโรคในปลานิลได้อย่างรุนแรง เช่นเดียวกับแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์อื่นๆ เช่นการทดลองของ 
Suanyuk และคณะ (2008) ที่ทดลองติดแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ia และซีโรไทป์ III พบว่าท้าให้
ปลานิลตาย 37-67 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 7 วัน การศึกษาอาการของปลาที่ติดเช้ือพบว่าเช้ือแสดงให้เห็น
ความรุนแรงของโรคค่อนข้างเฉียบพลัน โดยจะแสดงอาการของโรคภายในระยะเวลา 14 วัน หลังการฉีดเช้ือ 
โดยปลามีอาการการเซื่องซึม ว่ายน้้าเสียการทรงตัว ล้าตัวมีสีคล้้า ตาโปนข้างเดียวหรือทั้งสองข้างร่วมกับ
อาการขุ่นขาวของกระจกตา เลือดออกตามส่วนต่างๆ ของร่างกาย ซึ่งอาการเหล่าน้ีพบได้ทั่วไปในปลาที่เป็น
โรคสเตรปโตคอคโคซีส เช่น จิราพร และคณะ (2529) พบว่าปลาบู่ทรายที่ติดแบคทีเรีย Streptococcus sp. 
มีอาการตาโปนและขุ่นขาว มีของเหลวปนเลือดขังอยู่ภายในลูกตา พบมีเลือดออกตามซอกเกล็ด ตับและไต
บวม ตับมีสีเหลืองซีด มีเลือดออกเป็นแห่ง ๆ การศึกษาในปลากะพงขาวพบว่าปลาทีป่่วยจะมลี้าตัวสคีล้้า พบ
บาดแผลและมีเลือดออกตามล้าตัว ว่ายน้้าช้าและเสียการทรงตัว ว่ายควงสว่านเป็นระยะ ๆ มีอาการตาโปน
หนึ่งหรือสองข้าง ท้องบวมมีของเหลวในช่องท้อง อวัยวะภายในเช่น ตับ ม้าม และไต มีอาการอักเสบบวม 
และมีสีซีด (เยาวนิตย์ และคณะ, 2543) 
 การศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อต่างๆ ในปลานิลที่ติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซี
โรไทป์ Ib พบเซลล์ตับเรียงตัวไม่เป็นระเบยีบและมีช่องว่างภายในเซลลเ์ปน็จ้านวนมาก ตับอ่อนของปลานิลที่
ติดเช้ือมีจ้านวนไซโมเจนแกรนูลลดลง เนื้อเยื่อไตพบเมลาแมคโครฟาจแทรกตัวอยู่ในเนื้อเยื่อ และเกิดการหด
ตัวของโกลเมอรูลัส ในเนื้อเยื่อม้าม พบว่ามีเมลาโนแมคโครฟาจจ้านวนมากแทรกตัวอยู่และเกิดการสลายตัว
ของไวท์พัล พบมีเลือดออกและมีผนังของเนื้อเยื่อหัวใจที่หนาข้ึน นอกจากนี้ยังพบเยื่อหุ้มสมองอักเสบและ
เกิดการแทรกตัวของเม็ดเลือด สอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบปลาว่ายน้้าผิดปกติหลังการติดเช้ือ โดย
โรคสเตรปโตคอคโคซีส มีผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง ท้าให้สมองและเยื่อหุ้มสมองอักเสบ เยื่อหุ้มหัวใจ
อักเสบ (Pulido et al., 2004; Toranzo et al., 2005) ส่วนเนื้อเยื่อตับพบช่องว่างภายในเซลล์ ท้าให้เซลล์
ขยายตัว ทั้งยังพบเซลล์ตาย ตับจึงมีสีซีดและบวม 
 

 



 

 

 

               ตารางท่ี 12 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบเลอืดของปลาหมอไทยหลังการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ที่ระยะเวลาต่างๆ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              ND = not detect 
 
 
 

Parameter/Time (day)   0 1 3 6 9 
Hematocrit 
(%) 

Control 34.83±0.71a 35.67±2.97 a   32.43±4.75  a 29.89±0.42  a 30.35±3.21 a   
Treatment 33.66±2.15 a   33.38±3.64  a 31.40±4.76  a 29.54±3.93 a   28.01±3.49  a 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Control 5.42±1.26  a ND  4.56±1.41  a 4.08±0.52 a   3.89±0.89  a 
Treatment 5.01±1.64  a ND 4.44±0.81 a   3.73±0.74 a   3.31±0.69 a   

Serum Protein 
(mg/ml) 

Control 51.09±4.19 a   48.47±4.73 a 49.46±4.62 a 49.11±3.75a  46.75±2.05 a 
Treatment 53.43±1.63  a 40.28±6.06b  49.10±4.15 a 57.01±4.89b  54.23±4.54 b 

Red blood cell 
(×109cell/ml) 

Control 2.12±0.31a  2.54±0.33a 2.06±0.41a  2.33±0.22a  1.89±0.32a  
Treatment 2.26±0.30 a 2.08±0.42b  1.95±0.36a 2.00±0.53a  1.91±0.41a  

White blood cell 
(×107cell/ml) 

Control 5.38±0.61a  4.99±1.14a  5.19±1.34a  5.88±1.71a  5.81±1.26a  
Treatment 5.55±0.52a  6.75±1.93a  5.86±1.79a  10.4±3.69b  7.93±0.90b  

NBT reduction Control 0.05±0.00 a   0.06±0.00 a   0.05±0.00 a 0.05±0.00 a   0.05±0.00 a   
Treatment 0.05±0.00 a   0.06±0.00 a   0.05±0.00 a   0.05±0.00 a   0.05±0.00 a   

Lysozyme activity 
(ug/ml) 

Control 1.15±0.35a 1.09±0.29a 1.00±0.15a 1.00±0.08a 1.06±0.46a 
Treatment 1.16±0.56a 0.91±0.39a 1.03±0.25a 1.06±0.18a 1.31±0.49a 
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ระบบเลือด (circulatory system) เป็นระบบการท้างานที่มีความส้าคัญในการล้าเลียงสารอาหาร
และออกซิเจนไปเลีย้งเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของร่างกายเพือ่ให้ปลาสามารถด้ารงชีวิตอยู่ได้เม็ดเลือดแดงและเม็ด
เลือดขาวเป็นองค์ประกอบที่ส้าคัญของระบบเลือดพบว่าจ้านวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาวจะมีการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อมีความผิดปกติของระบบใดระบบหนึ่งของร่างกาย การศึกษาการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ
เลือดของปลานิลที่ได้รับเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ที่เวลา 0, 1, 3, 6 และ 9 วันไม่พบการเปลี่ยนแปลง
ของฮีมาโตคริต และฮีโมโกลบิน แตพ่บว่าปริมาณโปรตีนในซีรั่มมีค่าต่้ากว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยสา้คัญในวันที่ 
1 หลังจากได้รับเช้ือ และกลับเข้าสู่สภาวะปกติในวันที่ 3 และเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญในวันที่ 6 และ 9 ทั้งนี้
เนื่องจากปลามีการปรับตัวได้จากการติดเช้ือในระยะแรก การศึกษาปริมาณเม็ดเลือดแดงพบว่าปลาที่ติดเช้ือ
มีปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลงในวันที่ 1 อย่างมีนัยส้าคัญ แสดงให้เห็นว่าปลาไม่มีการตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอมซึ่งผลที่ได้มีความคล้ายคลงึกับการทดลองของเฉลิม (2547) รายงานพบว่าปลากะพงขาว (Lates 
calcarifer) ที่ได้รับเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus spp. มีปริมาณเม็ดเลือดแดงลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 3 
วันแรก การศึกษาครั้งนี้พบว่าเม็ดเลือดขาวของปลาที่ติดเช้ือมีปริมาณเพิ่มข้ึนในวันที่ 6 และ 9 อย่างมี
นัยส้าคัญ แสดงให้เห็นว่าปลาสามารถสร้างภูมิต้านทานโรคได้ในช่วงเวลาดังกล่าว 

การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เหน็ว่าแบคทีเรยี S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib สามารถก่อโรคและสร้างความ
รุนแรงโดยลดระบบภูมิคุ้มกันโรคในปลานิล การศึกษาเกี่ยวกับปัจจัยส้าคัญที่สร้างความรุนแรงให้กับ
แบคทีเรียชนิดนี้ และการใช้วัคซีนในการป้องกันการเกิดโรคจึงเป็นสิ่งจ้าเป็นที่ควรศึกษาเพื่อน้าไปสู่การ
ควบคุมโรคอย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทท่ี 7 

สรุป 

 
แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae เป็นแบคทีเรียที่สร้างความเสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์

น้้าทั่วโลก รายงานฉบับนี้นับเป็นครั้งแรกของการแยกแบคทีเรีย S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib จากปลาหมอ
ไทยและปลาดุกอุยที่เลี้ยงร่วมกันในภาคใต้ของประเทศไทย ปลาที่ติดเช้ือแสดงอาการของโรคสเตรปโตคอค
โคซีสหลายแบบ ได้แก่ เซื่องซึม ตาโปน ตาขุ่น น้้าขังในช่องท้อง เลือดออก และว่ายน้้าผิดปกติ การศึกษาครั้ง
นี้พบว่าแบคทีเรีย S. agalactiae ที่แยกได้จากปลาหมอไทยและปลาดุกอุย มีความรุนแรงสูง สามารถก่อโรค
ในปลาโดยส่งผลกระทบโดยตรงต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลา นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถ
เจริญเติบโตได้ในสภาพแวดล้อมค่อนข้างกว้าง สามารถก่อโรคและสร้างความรุนแรงได้ดีในปลาที่เลี้ยงใน
สภาวะแวดล้อมที่น้้ามีอุณหภูมิสูง และปริมาณออกซิเจนละลายน้้าต่้า อีกทั้งสามารถก่อโรคได้รุนแรงข้ึนเมื่อ
ปลามีการติดเช้ือชนิดอื่นร่วมด้วย การศึกษาครั้งนี้ยังพบว่าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถก่อโรคได้ในปลานิลซึง่เปน็
ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยได้  

การศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรยี S. agalactiae ซีโรไทป์ Ib ส่งผลกระทบต่อการเพาะเลี้ยงปลา
หมอไทย ปลาดุกอุย และปลานิลในประเทศไทย ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้นับเป็นประโยชน์ต่อการ
เพาะเลี้ยงปลาในประเทศไทยอย่างยั่งยืนต่อไปในอนาคต 
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