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โรคจุดดำ (black disease) มีลักษณะเปนปมสีดำพบไดตามสวนตางๆ ของรางกายของไรน้ำนางฟา เชน ขาวายน้ำ หนวด
หาง ทำใหไรน้ำนางฟาตายหลังจากแสดงอาการของโรคภายใน 1-5 วัน การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อแยกและจำแนกเชื้อแบคทีเรีย
จากไรน้ำนางฟาไทย (Branchinella thailandensis Sanoamuang, Saengphan and Murugan, 2002) ที่เปนโรคจุดดำโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี พบแบคทีเรียที่เกี่ยวของ 4 กลุมหลักคือ Aeromonas spp., Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp. และ Chryseobacterium spp.

คำสำคญั:  แบคทเีรยี โรคจดุดำ ไรน้ำนางฟา
Keywords: bacteria, black disease, fairy shrimp

Abstract
Black disease causing the death of fairy shrimp is typically shown by black nodules on several parts of the body such

as on the thoracic appendage, antennae, and tail. The aim of this study is to isolate and identify potentially pathogenic bacteria
from diseased fairy shrimps (Branchinella thailandensis Sanoamuang, Saengphan and Murugan, 2002). All associated bacteria
were identified by morphological studies and biochemical tests and they were classified into four groups as follows: Aeromonas
spp., Klebsiella pneumoniae, Enterobactor spp. and Chryseobacterium spp.



โรคจุดดำของไรน้ำนางฟาและแบคทีเรียที่เกี่ยวของ วารสารวิจัย มข. 11 (1) : ม.ค. - มี.ค. 254940

บทนำ
ไรน้ำนางฟา (fairy shrimp) เปนสัตวไมมี

กระดกูสนัหลงัจำพวกครสัเตเซยีน (Crustacean) อยใูน
อนัดบั อะนอสทราคา (Anostraca) ดำรงชวีติในแหลง
น้ำชั่วคราว กินอาหารโดยการกรอง มีรูปรางคลายกุง
ขนาดเลก็ ตวัใสออนนมุ แตไมมเีปลอืกแขง็และวายน้ำ
หงายทอง มีขาวายนำ้จำนวน  11 คู ลำตัวยาว
1.1-4.5 เซนตเิมตร  สวนหางแยกเปนสองแฉกมสีแีดง
ประเทศไทยพบไรน้ำนางฟา 3 ชนดิซึง่เปนชนดิใหมของ
โลกและจดัเปนสตัวประจำถิน่ ดงันี ้คอื (1) ไรน้ำนางฟา
สรินิธร (Streptocephalus sirindhornae Sanoamuang,
Murugan, Weekers and Dumont, 2000), (2) ไรน้ำ
นางฟาไทย (Branchinella thailandensis Sanoamuang,
Saengphan and Murugan, 2002) และ (3) ไรน้ำนาง
ฟาสยาม (Streptocephalus siamensis Sanoamuang and
Saengphan) (ละออศรแีละนกุลู, 2547)

ปจจุบันไรน้ำนางฟาเปนสัตวเศรษฐกิจชนิด
ใหมทีม่ศีกัยภาพทดแทนการนำเขาอารทเีมยี (artemia)
หรอืไรน้ำเคม็ ซึง่มมีลูคาไมนอยกวา  500 ลานบาทตอ
ป เพือ่ใชเปนอาหารสตัวน้ำ เชน อาหารสำหรบัลกูกงุและ
ปลาสวยงาม การเพาะเลีย้งไรน้ำในระดบัอตุสาหกรรม
ไดประสบความสำเร็จในเบื้องตนโดยศูนยวิจัยอนุกรม
วิธานประยุกต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวทิยาลยัขอนแกน สามารถเพิม่ปรมิาณไรน้ำนางฟา
ไดอยางรวดเร็ว สามารถเพาะเลี้ยงไดที่ความหนาแนน
50 ตวัตอลติรและผลติไขไดเปนจำนวนมาก (Saengphan
et al., 2005) อยางไรก็ตามไดเกิดปญหาโรคจุดดำ
(black disease) ในระหวางการเพาะเลีย้งซึง่มลีกัษณะ
เปนปมสดีำ (black nodules) และทำใหไรน้ำนางฟาตาย
สงผลกระทบตอปริมาณการผลิตและลดมูลคาทาง
เศรษฐกิจของไรน้ำนางฟา ไดมีรายงานการเกิดโรคจุด
ดำในไรน้ำจดืชนดิอืน่โดยมพียาธสิภาพเปนปมสดีำตาม
สวนตางๆ ของรางกายที่เก็บจากบอธรรมชาติและจาก
โรงเพาะเลี้ยงในประเทศเบลเยี่ยม เมื่อทำการแยก
แบคทเีรยีกอโรคจากไรน้ำจดืทีเ่ปนโรคจากโรงเพาะเลีย้ง
และทดสอบการกอโรค พบแบคทีเรียหลายกลุมและ

พบวา Aeromonas hydrophila  เปนแบคทเีรยีกอโรคที่
ทำใหไรน้ำจดืทีน่ำมาทดสอบตายมากกวา 58%  ในเวลา
5 วัน (Diercken et al., 1998) แตยังไมเคยมีการ
รายงานเชื้อกอโรคที่พบในไรน้ำนางฟาในประเทศไทย
มากอน ดังนั้นเพื่อใหการเพาะเลี้ยงไรน้ำนางฟามีประ
สิทธิภาพสูงทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ การวิจัยนี้จึงมี
วตัถปุระสงคเพือ่ตรวจจำแนกแบคทเีรยีจากไรน้ำนางฟา
ทีเ่ปนโรคจดุดำ เพือ่ใชเปนขอมลูพืน้ฐานในการหาวธิใีน
การปองกันหรือกำจัดโรคนี้

วิธีการศึกษา
1. การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อแบคทีเรียออก
จากไรน้ำนางฟาไทย

เกบ็ตวัอยางไรน้ำนางฟาไทยทีเ่ปนโรค 10 ตวั
จากโรงเพาะเลี้ยงภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลัย
ขอนแกน (เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2548) จากนั้น
นำตัวอยางไรน้ำนางฟาสดมาแยกเชื้อแบคทีเรียโดย
ทำการลางไรน้ำนางฟาดวยน้ำกลั่นและตามดวยสาร
ละลายปลอดเชือ้  0.85% NaCl จำนวน 3  ครัง้ ตดั
สวนทีม่สีดีำซึง่เปนลกัษณะอาการของโรคแลวใชหวงเขีย่
เชือ้ปลอดเชือ้บีก้ระจายชิน้สวนทีม่สีดีำแลวนำไปขดีลาก
บนจานอาหาร tryptic soy agar (TSA) หนึ่งจานตอ
ไรน้ำหนึ่งตัว นำจานอาหารไปบมที่ 25oซ  เปนเวลา
24-48 ชัว่โมง ทำการนบัและแยกโคโลนทีีม่ลีกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาของโคโลนีที่ตางกันเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์
และเก็บเชื้อเหลานี้ในกลีเซอรอล 15% เพื่อใชในการ
ศึกษาตอไป

2. การทดสอบเชือ้ขัน้ตน
นำเชือ้แบคทเีรยีโคโลนเีดีย่วบรสิทุธิม์าทำการ

ยอมสแีกรมและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ทำภาย
ใตกลองจลุทรรศนใชแสง (1000x)  และการทดสอบ
คณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการ ไดแก ความสามารถ
ในการใชแลกโตส (MacConkey Agar) การ
ทดสอบออกซิเดส (oxidase) การทดสอบคะตะเลส
(catalase) การทดสอบการเคลื่อนที่ (motility) การ
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ทดสอบการเจรญิบน triple sugar iron (TSI) agar และ
การทดสอบ oxidation/fermentation of glucose (O/
F) ตามวธิทีีอ่ธบิายไวโดย MacFaddin (2000)

3. การทดสอบทางชวีเคมโีดยใช API20 E Kit และ
API20 NE Kit

นำเชื้อแบคทีเรียที่ผานการทดสอบคุณสมบัติ
บางประการจำนวน 25 ไอโซเลต (isolate) ซึง่เปนกลมุ
แกรมลบ รูปทอน มาทำการทดสอบกับน้ำยาทดสอบ
ของ API20 จำนวนสองชุด คือ ชุด API20E Kit
(BioMerieux, Inc. USA) ทีใ่ชทดสอบความสามารถ
ของแบคที เรียในการใชน้ำตาลแลกโตสและชุด
API20NE Kit (BioMerieux, Inc. USA) ทีใ่ชทดสอบ
แบคทเีรยีทีไ่มใชน้ำตาลแลกโตส โดยทำตามวธิทีีอ่ธบิาย
โดยผูผลิตอยางเครงครัด ทำการวิเคราะหผลโดยใช
โปรแกรม APILAB Plus version 3.3.3 (BioMerieux,
Inc. USA) หลงัจากนัน้จะทำการทดสอบซ้ำหากผลการ
วเิคราะหยงัเปนทีน่าสงสยัและจดัจำแนกกลมุแบคทเีรยี
โดยอาศยัหลกัการทีอ่ธบิายไวใน  Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994)

ผลการศึกษาและวิจารณผล
จากการเก็บตัวอยางไรน้ำนางฟาไทยจาก

โรงเพาะเลี้ยงที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวทิยาลยัขอนแกน พบลกัษณะปมสดีำสวนใหญตาม
บรเิวณขาวายน้ำ หาง หนวด และบางครัง้พบตามสวน
แผนหลัง (รูปที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ
Dierckens et al. (1998) ทีร่ายงานการเกดิโรคจดุดำใน
ไรน้ำจืด 3 ชนิด คือ  Branchipus schaefferi,
Chirocephalus diaphanous  และ Streptocephalus
torvicormis  ผลการจำแนกแบคทเีรยีทีแ่ยกจากบรเิวณ
ที่ พ บปมสี ดำ จ า ก ไ รน้ำ น า งฟ า ไ ท ยที่ เ ป น โ ร ค
พบแบคทีเรียมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันหลายแบบ
อยางไรกต็ามจะพบแบคทเีรยีทีม่ลีกัษณะโคโลนเีหมอืน
กันที่ เปนประชากรโดยสวนใหญ เมื่อนำตัวอยาง
แบคทีเรียทั้งหมดที่สุมคัดเลือกจำนวน  25 ไอโซเลต

มาทำการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา
แบคทเีรยี 92.59%  (25 ใน 27 ไอโซเลต) มรีปูทอน
ตดิสแีกรมลบ อกี 2 ไอโซเลตเปนแกรมบวก รปูทอน
จากนัน้ทำการทดสอบคณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการ
ในกลมุแบคทเีรยีแกรมลบทัง้ 25 ไอโซเลต  สามารถ
แยกแบคทเีรยีออกเปน 4 กลมุดงัแสดงไวในตารางที ่1
ทำการทดสอบเพิม่เตมิโดยใช API20 E Kit และ API20
NE Kit และวเิคราะหผลโดยใชโปรแกรม APILAB Plus
version 3.3.3 (BioMerieux, Inc. USA) ไดผลดงัตาราง
ที ่ 2 และ 3  และเมือ่นำผลการทดสอบทัง้หมดมาจดั
จำแนกกลุมแบคทีเรียโดยอาศัยหลักการที่อธิบายไวใน
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(Holt et al., 1994) ทำใหสามารถจำแนกแบคทเีรยีได
เปน  4 กลมุ (cluster) ดงันี ้ คอื Aeromonas spp. (10
ไอโซเลต), Klebsiella pneumoniae (6 ไอโซเลต),
Enterobacter spp. (7 ไอโซเลต)และ Chryseobacterium
spp. (2 ไอโซเลต) ซึง่แตกตางจากที ่Dierckens et al.
(1998) ไดรายงานไวจากการแยกเชื้อแบคทีเรียจาก
ไรน้ำจืดสามชนิดที่เปนโรคจุดดำจากโรงเพาะเลี้ยง
ในประเทศเบลเยี่ยมโดยพบแบคทีเรียหากลุม คือ
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Commamonas
testosterone, Aeromonas sp. และ Flavobacterium sp.
แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายชนิดของแบคทีเรียที่
แยกไดจากไรน้ำจืดที่เปนโรคจุดดำตามสภาพแวดลอม
ที่แตกตางกัน นอกจากนี้มีการศึกษาพบวา เชื้อ
Aeromonas, Klebsiella pneumoniae  และ Enterobacter
สามารถพบไดในบอน้ำและทะเลสาบน้ำจืดและมีสวน
เกี่ยวของกับการเกิดโรคในสัตวน้ำ (Campbell et al.,
1976; Niemi et al., 1983)

จากผลการศกึษาวจิยัในครัง้นีแ้สดงใหเหน็วา
เชือ้แบคทเีรยีหลายชนดิทีอ่าจจะเปนสาเหตสุำคญัในการ
กอโรคจดุดำในไรน้ำนางฟาไทย พยาธสิภาพทีเ่กดิขึน้คอื
ลกัษณะปมสดีำตามสวนตางๆ ของรางกายโดยพบปมสี
ดำมากบรเิวณขาวายน้ำและไรน้ำนางฟาจะตายหลงัจาก
เกิดโรค 1-5 วัน ปมสีดำที่เกิดขึ้นอาจเปนผลผลิต
สดุทาย (end-product) เชน เมลานนิ ทีส่ตัวไมมกีระดกู
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สนัหลงัพวกครสัเตเซยีนสรางขึน้ในปฏกิริยิาตอบสนอง
ของระบบภมูคิมุกนั (Dierckens et al., 1998) หรอื
อาจเปนกลุมเซลลที่ตายแลว และเปนไปไดวาการตาย
ของไรน้ำนางฟาที่เปนโรคอาจเกิดจากปมสีดำไปขัด
ขวางกระบวนการกินอาหารที่เปนแบบการกรองและ
กระบวนการหายใจ นอกจากนีย้งัสังเกตพบวาไรน้ำนาง
ฟาเปนโรคจดุดำมากในชวงฤดหูนาว สนันฐิานไดวาการ
ลดลงของอณุหภมูอิาจมสีวนทำใหระบบภมูคิมุกนัของไร
น้ำนางฟาลดลง

สรุปผลการศึกษา
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

การทดสอบคณุสมบตัทิางชวีเคม ี โดยใช API20E kit
และ API20NE kit ของเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกไดจากไรน้ำ
นางฟาที่เปนโรคจุดดำพบแบคทีเรีย 4 กลุมหลัก คือ
Aeromonas spp., Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp. และ Chryseobacterium spp. ทีอ่าจจะเปนสาเหตุ
สำคัญในการกอโรคจุดดำ ดังนั้นการทดลองสำคัญที่
จะทำตอไปคอื การทดสอบการกอโรคจดุดำในไรน้ำนางฟา
ไทยของแบคทีเรียที่แยกไดเหลานี้วาเปนเชื้อแบคทีเรีย
ชนดิใดและจดัจำแนกใหถงึระดบัสปชสี เพือ่เปนขอมลู
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เพาะเลีย้งไรน้ำนางฟามปีระสทิธภิาพยิง่ขึน้
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รปูที ่1 แสดงไรน้ำนางฟาทีเ่ปนโรคจดุดำมลีกัษณะเปนปมสดีำตามขาวายน้ำ (ภาพบน) และไรน้ำนางฟาทีไ่มแสดง
อาการของโรค (ภาพลาง)

ตารางที ่1 ลกัษณะสณัฐานวทิยาและคณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการของเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกจากไรน้ำนางฟา
(n= จำนวนตวัอยาง)

ลักษณะ กลุม 1 
(n=6) 

กลุม 2 
(n=7) 

กลุม 3 
(n=10) 

กลุม 4 
(n=2) 

Gram stain 
MacConkey agar 
 
Catalase test 
Oxidase test 
Motility test 
Oxidation/Fermentation 
TSI test 

Negative 
Lactose 
fermentation 
Positive 
Negative 
Negative 
O/F 
A/A, G 

Negative 
Lactose 
fermentation 
Positive 
Negative 
Positive 
O/F 
K/A, G 

Negative 
Non-Lactose 
fermentation 
Positive 
Positive 
Positive 
O/F 
K/A, G 

Negative 
Non-Lactose 
fermentation 
Positive 
Positive 
Negative 
-/- 
K/NC, no G 
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ตารางที ่2 คณุสมบตัทิางชวีเคมทีีไ่ดจากการตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกจากไรน้ำนางฟาโดยใช API20E  Kit
(n= จำนวนตวัอยาง)

API20E Tests Escherichia coli กลุม 1 
(n= 6) 

กลุม 2.1 
(n=4) 

กลุม 2.2 
(n=3) 

B-Galactosidase 
Aginine dihydrolase 
Lysine decarboxylase 
Ornithine decarboxylase 
Citrate utilization 
H2S production 
Urease 
Tryptophane deaminase 
Indole production 
Acetoin production 
Gelatinase 
Fermentation/Oxidation of 
      -glucose 
      -manitol 
     -inositol 
     -sorbitol 
     -rhamnose 
     -sucrose 
     -melibiose 
     -amygdalin 
     -arabinose 
Oxidase 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 

+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

Identification Result โดย
โปรแกรม APILAB Plus       
v 3.3.3 

99.8 % E. coli 97.6% 
Klebsiella 
pneumoniae 
ssp 
pneumoniae 

90.9 % 
Enterobacter 
cloacae 

51.6%           
E. cloacae +  
39.4%           
E. sakazakii 
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ตารางที ่3 คณุสมบตัทิางชวีเคมทีีไ่ดจากการตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกออกจากไรน้ำนางฟาโดยใช API20NE
Kit  (n= จำนวนตวัอยาง)

API20NE test Aeromonas 
hydrophila 

กลุม 3.1 
(n=2) 

กลุม  3.2 
(n=3) 

กลุม 3.3 
(n=5) 

กลุม 4 
(n=2) 

Reduction of nitrates to nitrites 
Reduction of  nitrate to 
nitrogen 
Indole production 
Acidification of glucose 
Arginine dihydrolase 
Urease 
Hydrolysis (B-glucosidase) 
Hydrolysis (protease) 
B-galactosidase 
Assimilation of  
      -glucose 
      -arabinose 
      -mannose 
     -manitol 
     -N-acetyl-glucosamine 
     -maltose 
     -gluconate 
     -caprate 
     -adipate 
     -malate 
     -citrate 
     -phenyl-acetate 
Oxidase 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 

Identification Result โดย
โปรแกรม APILAB Plus  
v 3.3.3 

83.8 % 
A. hydrophila/ 
caviae+16.1% 
A. sobria 

83.8 %  
A. hydrophila 
/caviae+16.1% 
A. sobria 

81.7 %  
A.hydrophila
/ caviae 
 

99.2%   
A. sobria 

92.9 % 
Chryseobacterium 
indologenes 

 


