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โรคจุดดำ (black disease) มีลักษณะเปนปมสีดำพบไดตามสวนตางๆ ของรางกายของไรน้ำนางฟา เชน ขาวายน้ำ หนวด
หาง ทำใหไรน้ำนางฟาตายหลังจากแสดงอาการของโรคภายใน 1-5 วัน การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อแยกและจำแนกเชื้อแบคทีเรีย
จากไรน้ำนางฟาไทย (Branchinella thailandensis Sanoamuang, Saengphan and Murugan, 2002) ที่เปนโรคจุดดำโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี พบแบคทีเรียที่เกี่ยวของ 4 กลุมหลักคือ Aeromonas spp., Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp. และ Chryseobacterium spp.

คำสำคญั:  แบคทเีรยี โรคจดุดำ ไรน้ำนางฟา
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.



โรคจุดดำของไรน้ำนางฟาและแบคทีเรียที่เกี่ยวของ วารสารวิจัย มข. 11 (1) : ม.ค. - มี.ค. 254940

บทนำ
ไรน้ำนางฟา (fairy shrimp) เปนสัตวไมมี

กระดกูสนัหลงัจำพวกครสัเตเซยีน (Crustacean) อยใูน
อนัดบั อะนอสทราคา (Anostraca) ดำรงชวีติในแหลง
น้ำชั่วคราว กินอาหารโดยการกรอง มีรูปรางคลายกุง
ขนาดเลก็ ตวัใสออนนมุ แตไมมเีปลอืกแขง็และวายน้ำ
หงายทอง มีขาวายนำ้จำนวน  11 คู ลำตัวยาว
1.1-4.5 เซนตเิมตร  สวนหางแยกเปนสองแฉกมสีแีดง
ประเทศไทยพบไรน้ำนางฟา 3 ชนดิซึง่เปนชนดิใหมของ
โลกและจดัเปนสตัวประจำถิน่ ดงันี ้คอื (1) ไรน้ำนางฟา
สรินิธร (Streptocephalus sirindhornae Sanoamuang,
Murugan, Weekers and Dumont, 2000), (2) ไรน้ำ
นางฟาไทย (Branchinella thailandensis Sanoamuang,
Saengphan and Murugan, 2002) และ (3) ไรน้ำนาง
ฟาสยาม (Streptocephalus siamensis Sanoamuang and
Saengphan) (ละออศรแีละนกุลู, 2547)

ปจจุบันไรน้ำนางฟาเปนสัตวเศรษฐกิจชนิด
ใหมทีม่ศีกัยภาพทดแทนการนำเขาอารทเีมยี (artemia)
หรอืไรน้ำเคม็ ซึง่มมีลูคาไมนอยกวา  500 ลานบาทตอ
ป เพือ่ใชเปนอาหารสตัวน้ำ เชน อาหารสำหรบัลกูกงุและ
ปลาสวยงาม การเพาะเลีย้งไรน้ำในระดบัอตุสาหกรรม
ไดประสบความสำเร็จในเบื้องตนโดยศูนยวิจัยอนุกรม
วิธานประยุกต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวทิยาลยัขอนแกน สามารถเพิม่ปรมิาณไรน้ำนางฟา
ไดอยางรวดเร็ว สามารถเพาะเลี้ยงไดที่ความหนาแนน
50 ตวัตอลติรและผลติไขไดเปนจำนวนมาก (Saengphan
et al., 2005) อยางไรก็ตามไดเกิดปญหาโรคจุดดำ
(black disease) ในระหวางการเพาะเลีย้งซึง่มลีกัษณะ
เปนปมสดีำ (black nodules) และทำใหไรน้ำนางฟาตาย
สงผลกระทบตอปริมาณการผลิตและลดมูลคาทาง
เศรษฐกิจของไรน้ำนางฟา ไดมีรายงานการเกิดโรคจุด
ดำในไรน้ำจดืชนดิอืน่โดยมพียาธสิภาพเปนปมสดีำตาม
สวนตางๆ ของรางกายที่เก็บจากบอธรรมชาติและจาก
โรงเพาะเลี้ยงในประเทศเบลเยี่ยม เมื่อทำการแยก
แบคทเีรยีกอโรคจากไรน้ำจดืทีเ่ปนโรคจากโรงเพาะเลีย้ง
และทดสอบการกอโรค พบแบคทีเรียหลายกลุมและ

พบวา Aeromonas hydrophila  เปนแบคทเีรยีกอโรคที่
ทำใหไรน้ำจดืทีน่ำมาทดสอบตายมากกวา 58%  ในเวลา
5 วัน (Diercken et al., 1998) แตยังไมเคยมีการ
รายงานเชื้อกอโรคที่พบในไรน้ำนางฟาในประเทศไทย
มากอน ดังนั้นเพื่อใหการเพาะเลี้ยงไรน้ำนางฟามีประ
สิทธิภาพสูงทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ การวิจัยนี้จึงมี
วตัถปุระสงคเพือ่ตรวจจำแนกแบคทเีรยีจากไรน้ำนางฟา
ทีเ่ปนโรคจดุดำ เพือ่ใชเปนขอมลูพืน้ฐานในการหาวธิใีน
การปองกันหรือกำจัดโรคนี้

วิธีการศึกษา
1. การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อแบคทีเรียออก
จากไรน้ำนางฟาไทย

เกบ็ตวัอยางไรน้ำนางฟาไทยทีเ่ปนโรค 10 ตวั
จากโรงเพาะเลี้ยงภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลัย
ขอนแกน (เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2548) จากนั้น
นำตัวอยางไรน้ำนางฟาสดมาแยกเชื้อแบคทีเรียโดย
ทำการลางไรน้ำนางฟาดวยน้ำกลั่นและตามดวยสาร
ละลายปลอดเชือ้  0.85% NaCl จำนวน 3  ครัง้ ตดั
สวนทีม่สีดีำซึง่เปนลกัษณะอาการของโรคแลวใชหวงเขีย่
เชือ้ปลอดเชือ้บีก้ระจายชิน้สวนทีม่สีดีำแลวนำไปขดีลาก
บนจานอาหาร tryptic soy agar (TSA) หนึ่งจานตอ
ไรน้ำหนึ่งตัว นำจานอาหารไปบมที่ 25oซ  เปนเวลา
24-48 ชัว่โมง ทำการนบัและแยกโคโลนทีีม่ลีกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาของโคโลนีที่ตางกันเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์
และเก็บเชื้อเหลานี้ในกลีเซอรอล 15% เพื่อใชในการ
ศึกษาตอไป

2. การทดสอบเชือ้ขัน้ตน
นำเชือ้แบคทเีรยีโคโลนเีดีย่วบรสิทุธิม์าทำการ

ยอมสแีกรมและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ทำภาย
ใตกลองจลุทรรศนใชแสง (1000x)  และการทดสอบ
คณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการ ไดแก ความสามารถ
ในการใชแลกโตส (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) ตามวธิทีีอ่ธบิายไวโดย MacFaddin (2000)

3. การทดสอบทางชวีเคมโีดยใช API20 E Kit และ
API20 NE Kit

นำเชื้อแบคทีเรียที่ผานการทดสอบคุณสมบัติ
บางประการจำนวน 25 ไอโซเลต (isolate) ซึง่เปนกลมุ
แกรมลบ รูปทอน มาทำการทดสอบกับน้ำยาทดสอบ
ของ API20 จำนวนสองชุด คือ ชุด API20E Kit
(BioMerieux, Inc. USA) ทีใ่ชทดสอบความสามารถ
ของแบคที เรียในการใชน้ำตาลแลกโตสและชุด
API20NE Kit (BioMerieux, Inc. USA) ทีใ่ชทดสอบ
แบคทเีรยีทีไ่มใชน้ำตาลแลกโตส โดยทำตามวธิทีีอ่ธบิาย
โดยผูผลิตอยางเครงครัด ทำการวิเคราะหผลโดยใช
โปรแกรม APILAB Plus version 3.3.3 (BioMerieux,
Inc. USA) หลงัจากนัน้จะทำการทดสอบซ้ำหากผลการ
วเิคราะหยงัเปนทีน่าสงสยัและจดัจำแนกกลมุแบคทเีรยี
โดยอาศยัหลกัการทีอ่ธบิายไวใน  Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994)

ผลการศึกษาและวิจารณผล
จากการเก็บตัวอยางไรน้ำนางฟาไทยจาก

โรงเพาะเลี้ยงที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวทิยาลยัขอนแกน พบลกัษณะปมสดีำสวนใหญตาม
บรเิวณขาวายน้ำ หาง หนวด และบางครัง้พบตามสวน
แผนหลัง (รูปที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ
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
พบแบคทีเรียมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันหลายแบบ
อยางไรกต็ามจะพบแบคทเีรยีทีม่ลีกัษณะโคโลนเีหมอืน
กันที่ เปนประชากรโดยสวนใหญ เมื่อนำตัวอยาง
แบคทีเรียทั้งหมดที่สุมคัดเลือกจำนวน  25 ไอโซเลต

มาทำการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา
แบคทเีรยี 92.59%  (25 ใน 27 ไอโซเลต) มรีปูทอน
ตดิสแีกรมลบ อกี 2 ไอโซเลตเปนแกรมบวก รปูทอน
จากนัน้ทำการทดสอบคณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการ
ในกลมุแบคทเีรยีแกรมลบทัง้ 25 ไอโซเลต  สามารถ
แยกแบคทเีรยีออกเปน 4 กลมุดงัแสดงไวในตารางที ่1
ทำการทดสอบเพิม่เตมิโดยใช API20 E Kit และ API20
NE Kit และวเิคราะหผลโดยใชโปรแกรม APILAB Plus
version 3.3.3 (BioMerieux, Inc. USA) ไดผลดงัตาราง
ที ่ 2 และ 3  และเมือ่นำผลการทดสอบทัง้หมดมาจดั
จำแนกกลุมแบคทีเรียโดยอาศัยหลักการที่อธิบายไวใน
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(Holt et al., 1994) ทำใหสามารถจำแนกแบคทเีรยีได
เปน  4 กลมุ (cluster) ดงันี ้ คอื Aeromonas spp. (10
ไอโซเลต), Klebsiella pneumoniae (6 ไอโซเลต),
Enterobacter spp. (7 ไอโซเลต)และ Chryseobacterium
spp. (2 ไอโซเลต) ซึง่แตกตางจากที ่Dierckens et al.
(1998) ไดรายงานไวจากการแยกเชื้อแบคทีเรียจาก
ไรน้ำจืดสามชนิดที่เปนโรคจุดดำจากโรงเพาะเลี้ยง
ในประเทศเบลเยี่ยมโดยพบแบคทีเรียหากลุม คือ
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Commamonas
testosterone, Aeromonas sp. และ Flavobacterium sp.
แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายชนิดของแบคทีเรียที่
แยกไดจากไรน้ำจืดที่เปนโรคจุดดำตามสภาพแวดลอม
ที่แตกตางกัน นอกจากนี้มีการศึกษาพบวา เชื้อ
Aeromonas, Klebsiella pneumoniae  และ Enterobacter
สามารถพบไดในบอน้ำและทะเลสาบน้ำจืดและมีสวน
เกี่ยวของกับการเกิดโรคในสัตวน้ำ (Campbell et al.,
1976; Niemi et al., 1983)

จากผลการศกึษาวจิยัในครัง้นีแ้สดงใหเหน็วา
เชือ้แบคทเีรยีหลายชนดิทีอ่าจจะเปนสาเหตสุำคญัในการ
กอโรคจดุดำในไรน้ำนางฟาไทย พยาธสิภาพทีเ่กดิขึน้คอื
ลกัษณะปมสดีำตามสวนตางๆ ของรางกายโดยพบปมสี
ดำมากบรเิวณขาวายน้ำและไรน้ำนางฟาจะตายหลงัจาก
เกิดโรค 1-5 วัน ปมสีดำที่เกิดขึ้นอาจเปนผลผลิต
สดุทาย (end-product) เชน เมลานนิ ทีส่ตัวไมมกีระดกู
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สนัหลงัพวกครสัเตเซยีนสรางขึน้ในปฏกิริยิาตอบสนอง
ของระบบภมูคิมุกนั (Dierckens et al., 1998) หรอื
อาจเปนกลุมเซลลที่ตายแลว และเปนไปไดวาการตาย
ของไรน้ำนางฟาที่เปนโรคอาจเกิดจากปมสีดำไปขัด
ขวางกระบวนการกินอาหารที่เปนแบบการกรองและ
กระบวนการหายใจ นอกจากนีย้งัสังเกตพบวาไรน้ำนาง
ฟาเปนโรคจดุดำมากในชวงฤดหูนาว สนันฐิานไดวาการ
ลดลงของอณุหภมูอิาจมสีวนทำใหระบบภมูคิมุกนัของไร
น้ำนางฟาลดลง

สรุปผลการศึกษา
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

การทดสอบคณุสมบตัทิางชวีเคม ี โดยใช API20E kit
และ API20NE kit ของเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกไดจากไรน้ำ
นางฟาที่เปนโรคจุดดำพบแบคทีเรีย 4 กลุมหลัก คือ
Aeromonas spp., Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp. และ Chryseobacterium spp. ทีอ่าจจะเปนสาเหตุ
สำคัญในการกอโรคจุดดำ ดังนั้นการทดลองสำคัญที่
จะทำตอไปคอื การทดสอบการกอโรคจดุดำในไรน้ำนางฟา
ไทยของแบคทีเรียที่แยกไดเหลานี้วาเปนเชื้อแบคทีเรีย
ชนดิใดและจดัจำแนกใหถงึระดบัสปชสี เพือ่เปนขอมลู
พืน้ฐานในการศกึษากลไกการกอโรคจดุดำและหาวธิใีน
การควบคมุ ปองกนัและกำจดัโรคนี ้ซึง่จะสงผลใหการ
เพาะเลีย้งไรน้ำนางฟามปีระสทิธภิาพยิง่ขึน้

กิตติกรรมประกาศ
ผลงานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนโครงการจาก

ศูนยวิจัยอนุกรมวิธานประยุกต มหาวิทยาลัยขอนแกน
รหสัโครงการ ATRC_R4802  ขอขอบคณุ ศ.ดร. ละออศรี
เสนาะเมือง ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ที่ให
ความอนุเคราะหตัวอยางไรน้ำนางฟา ผศ.ดร. ยานี
ตรองพาณิชย ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร
อนุเคราะหสารเคมีบางชนิดและโปรแกรมในการ
วิเคราะหผล ขอขอบคุณคณะเทคนิคการแพทยและ
แพทยศาสตรที่อนุเคราะหสายพันธุแบคทีเรียบางชนิด

เพือ่ใชเปนหนวยควบคมุ รวมทัง้ผทูีม่สีวนรวมชวยงาน
วิจัยทุกทานจนทำใหงานนี้สำเร็จดวยดี

เอกสารอางอิง
ละออศร ีเสนาะเมอืง และ นกุลู แสงพนัธ.ุ 2547. การ

เพาะเลีย้งไรน้ำนางฟา. ศนูยวจิยัอนกุรมวธิาน
ประยุกต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยขอนแกน. โรงพิมพคลังนานา
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รปูที ่1 แสดงไรน้ำนางฟาทีเ่ปนโรคจดุดำมลีกัษณะเปนปมสดีำตามขาวายน้ำ (ภาพบน) และไรน้ำนางฟาทีไ่มแสดง
อาการของโรค (ภาพลาง)

ตารางที ่1 ลกัษณะสณัฐานวทิยาและคณุสมบตัทิางชวีเคมบีางประการของเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกจากไรน้ำนางฟา
(n= จำนวนตวัอยาง)

ลักษณะ กลุม 1 
(n=6) 

กลุม 2 
(n=7) 

กลุม 3 
(n=10) 

กลุม 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 คณุสมบตัทิางชวีเคมทีีไ่ดจากการตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกจากไรน้ำนางฟาโดยใช API20E  Kit
(n= จำนวนตวัอยาง)

API20E Tests Escherichia coli กลุม 1 
(n= 6) 

กลุม 2.1 
(n=4) 

กลุม 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 คณุสมบตัทิางชวีเคมทีีไ่ดจากการตรวจสอบเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกออกจากไรน้ำนางฟาโดยใช API20NE
Kit  (n= จำนวนตวัอยาง)

API20NE test Aeromonas 
hydrophila 

กลุม 3.1 
(n=2) 

กลุม  3.2 
(n=3) 

กลุม 3.3 
(n=5) 

กลุม 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 

 


