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การศึกษาน้ีเพื่อวินิจฉัยและศึกษาการก่อโรคของเช้ือ  C. indologenes ในปลาทับทิมใน
ประเทศไทย  จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยจ านวน 100 ตัวอย่างน ามาเพาะเช้ือแบคทีเรียจากตับ ม้าม 
ไต ได้แบคทีเรียโคโลนีสีเหลืองจ านวน 20 ไอโซเลทท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือ C. indologenes น าตัวอ ย่าง
แยกวินิจฉัยเช้ือด้วยลักษณะปรากฏและคุณลักษณะทางชีว เคมีของเช้ือและเลือกตัวอ ย่างท่ีมีผล
ใกล้เคียงกับเช้ือ C. indologenes จ านวน 5 ไอโซเลทท าการวินิจฉัยลักษณะทางอณูชีววิทยาด้วย
เทคนิคการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในส่วนของ16s rRNAและหาล าดับเบส
ผลการทดสอบเช้ือ C. indologenes ท้ังหมด 5 ไอโซเลทพบว่า 4 ไอโซเลทมีความเหมือนของล าดับ
เบสท่ี 99 % กับเช้ือ  C. indologenes  จากน้ันน าเช้ือ C. indologenes ท้ัง 4 ไอโซเลทมาทดสอบ
ความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือในห้องปฏิบัติการได้แก่ คุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงและ
คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ของเช้ือและเลือกเช้ือ 1 ไอโซเลทท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุดเพื่อใช้ทดสอบ
หาค่า LD50  ในปลาทับทิม โดยการฉีดเช้ือทางช่องท้องท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน  ได้แก่ 2.9x105, 
2.4x106 and 1.4x107 CFU/fish และสังเกตพฤติกรรมและบันทึกอัตราการตาย 10 วันหลังการฉีด
เช้ือและค านวณค่า LD50   จากการศึกษาพบว่าค่า LD50 ท่ีระยะเวลา 10 วันเท่ากับ 2.78x106 
CFU/fish โดยปลาทับทิมทุกตัวท่ีได้รับเช้ือ  C. indologenes แสดงอาการทางคลินิก  เช่น เบ่ือ
อาหาร  สูญเสียสมดุลย์ รวมถึงความผิดปกติภายในได้แก ่ ม้ามโต ตับโต และความผิดปกติทางจุล
พยาธิวิทยาพบก้อนเน้ือตายแบบรุนแรงและการเพิ่มข้ึนของ melanomacrophage center (MMC) 
ในอวัยวะดังกล่าว ซึ่งผลการศึกษาน้ีช้ีให้เห็นว่าเช้ือ C. indologenes  สามารถเป็นเช้ือก่อ โรคได้ใน
ปลาทับทิม 

 

ภาควิชา พยาธิวิทยา 

สาขาวิชา พยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย์ 

ปีการศึกษา 2557 
 

ลายมือช่ือนิสิต   
 

ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลัก   
 
ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาร่วม   
   

 

 



 จ 

 

 

บทค ัด ย ่อ ภาษาอ ัง กฤษ 

# # 5575330331 : MAJOR VETERINARY PATHOBIOLOGY 
KEYWORDS: CHRYSEOBACTERIUM INDOLOGENES / PATHOGENICITY / RED TILAPIA / 
FISH DISEASE 

APIRAT WEERAPORNPRASIT: IDENTIFICATION AND PATHOGENICITY OF 
CHRYSEOBACTERIUM INDOLOGENES IN RED TILAPIA (OREOCHROMIS SP.). 
ADVISOR: ASST. PROF. CHANNARONG RODKHUM, Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. 
PROF. NOPADON PIRARAT, Ph.D., 70 pp. 

Chryseobacterium indologenes has been proposed as a main pathogen 
in  diseased outbreaks in red tilapia farms from our pilot research. The aims of this 
study were to identify C. indologenes in  diseased outbreaks and to study the 
pathogenicity of C. indologenes infection in red tilapia. One hundred diseased tilapias 
with clinical signs of septicemia were collected. Twenty isolates of yellow pigmented 
colonies recovered from liver, spleen, and kidney of diseased fish were suspected to 
be C. indologenes. All isolates were identified by phenotypic and biochemical 
characteristics. The results revealed the twenty isolates were identified as 
Chryseobacterium sp based on its biochemical property. Five isolates which 
biochemical characteristics closed to C. indologenes were further selected for 
genotypic identification by PCR  amplification of partial 16s rRNA and sequencing. 
Four isolates which were 99 % homology to C. indologenes, were studied for 
pathogenicity using in vitro haemolytic and enzymatic activities. One isolate with 
highest pathogenicity was selected for virulence determination by LD50 test. Thirty 
healthy red tilapias were intraperitoneally challenged at three different bacterial 
concentrations. Mortality rate was observed after injection and calculated for dose 
dependent. The LD50 value was 2.78x106 CFU/fish.  During ten days-challenge period, 
moribund fish exhibited clinical signs of anorexia, loss of balance. Gross lesions 
showed the marked splenomegaly, hepatomegaly. Histopathological study revealed 
multiple granulomas , melano-macrophage centers. The results suggested that the 
pathogenic bacterium and can be a cause of infectious problem in red tilapia 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 แนวเหตุผล ทฤษฎีท่ีส าคญั หรอืสมมติฐาน 

 ปลาทับทิมหรือปลานิลแดง (red tilapia, Oreochromis sp.) เป็นปลาน้ าจืดเศรษฐกิจท่ีมี

การเล้ียงอย่างแพร่หลายในประเทศไทย  ซึ่งปลาทับทิม (red tilapia) และปลานิล (nile tilapia) เป็น

ปลาน้ าจืดสายพันธุ์หลักท่ีนิยมเพาะเล้ียง (กรมประมง, 2555) โดยคิดเป็นร้อยละ 45 ของการเล้ียง

ปลาน้ าจืดท้ังหมดในประเทศไทย เน่ืองจากให้ผลผลิตและมีความต้านทานต่อโรคสูง เจริญเติบโตเร็ว 

เล้ียงง่าย (สุดา ตัณฑวณิช 2554) รูปแบบการเล้ียงปลาทับทิมของเกษตรกรมีหลายแบบ เช่น บ่อดิน  

บ่อซีเมนต์ กระชังไนลอนตาถ่ี เป็นต้น ปัจจุบัน ผลผลิตปลาทับทิมยังไม่เพียงพอต่อความต้องการของ

ผู้บริโภคดังน้ันเกษตรกรจึงน าวิธีการต่างๆมาใช้เพื่อเพิ่มผลผลิตต่อหน่วยพื้นท่ี เช่น การปล่อยปลาใน

อัตราท่ีหนาแน่นมากส่งผลก่อให้เกิดสภาวะขาดออกซิเจน ปัญหาคุณภาพน้ าต่างๆ ในการเล้ียง  (จิต

มนัส, 2554) ปัจจัยทางด้านสภาพแวดล้อมท่ีมีความแปรปรวนสูง  เช่น อุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลง ความ

เป็นกรดด่างท่ีมากหรือน้อยเกินไปมีโอกาสโน้มน าให้ เกิดภาวะความเค รียดและส่งผลต่อระบบ

ภูมิคุ้มกันของปลาได้  (Madigan et al., 2000) การท่ีมีเช้ือปนเป้ือนอยู่ในสภาพแวดล้อมอยู่ก่อนแล้ว

ย่อมท าให้เกิดความเส่ียงต่อการระบาดของโรคข้ึนในฟาร์ม  เช่น โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรีย เป็นต้น โดย

ปัจจัยต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนจากความต้องการเพิ่มผลผลิตจ านวนมากเกินไปน้ีเอง จึงท าให้เช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่

ในกลุ่มเช้ือฉวยโอกาสมีบทบาทมากข้ึนในการก่อโรคต่อสัตว์น้ า โดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือแบคทีเรียก ลุ่ม

คริสซีโอแบคทีเรียมสปีชีส์ (Chryseobacterium sp.) (Bernardet et al., 2005) ซึ่งเป็นเช้ือ ท่ีเป็น

ปัญหาส าคัญในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ า โดยพื้นท่ีท่ีมีการรายงานของเช้ือ Chryseobacterium sp. ใน

ปลา เช่น อเมริกาเหนือ อ เมริกาใต้  และ ยุโรป  (de Beer et al., 2006 ; Ilardi et al., 2009 ; 

Kampfer et al., 2011 ; Zamora et al., 2012b; Pridgeon et al., 2013) โดยเช้ือ 

Chryseobacterium sp.  ท่ีสามารถก่อโรคในสัตว์น้ า  ได้แก่    C. shigense, C. chaponense 

(Kampfer et al., 2011; Zamora et al., 2012b) C. piscola  (Ilardi et al., 2009) C. piscium 

(de Beer et al., 2006) และ C. indologenes (Pridgeon et al., 2013)  เป็นต้น 
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เช้ือ Chryseobacterium sp. สามารถก่อโรคได้ท้ังในคนและสัตว์ ท่ีพบภาวะภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง (Chou et al., 2011) โดยเฉพาะเช้ือ C. indologenes มีการศึกษาอ ย่างแพร่หลายใน

มนุษย์พบว่าผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ C. indologenes จะแสดงอาการต่างๆ เช่น  ปอดบวม ติดเช้ือแบคทีเรีย

ในกระแสเลือด เย่ือหุ้มสมองอักเสบ ส่วนการศึกษาในสัตว์ยังมีอย่างจ ากัดเช้ือ  C. indologenes ไม่มี
การรายงานการก่อโรคในสัตว์เล้ียงแต่สามารถแพร่กระจายได้ในส่ิงแวดล้อมในสัตว์น้ าและฟาร์มปลา 
(Bernardet et al., 2005) โดยในปี 2013 นักวิจัยจากประเทศสหรัฐอเมริกาได้ศึกษาแยกเช้ือและ
พิสูจน์ความรุนแรงของ C. indologenes รวมถึงรอยโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ  C. indologenes ใน
ปลา yellow perch (Perca flavescens) ท่ีทดลองน้ันมีลักษณะเป็นแผลหลุมหรือแผลเป่ือยท่ี
บริเวณผิวหนังและกล้ามเน้ือ (Pridgeon et al., 2013) และจากการรวบรวมเอกสารท่ีเกี่ยว ข้องจะ
เห็นได้ว่าการศึกษาเกี่ยวกับความรุนแรงในการติดเช้ือ  C. indologenes    ในปลาชนิดต่าง ๆ  ท่ัวโลก
ยังมีอยู่อย่างจ ากัด รวมถึงในประเทศไทยซึ่งยังไม่มีการประเมินความส าคัญในการก่อโรคดังกล่าวและ
ยังไม่มีรายงานอุบัติการณ์การเกิดโรคในปลา  ด้วยเหตุน้ีจึงเป็นท่ีมาและมูลเหตุ จูงใจในการวิ นิจฉัย
และการศึกษาการก่อโรคของเช้ือ C. indologenes ในปลาทับทิม   โดยท าการแยกเช้ือจากตัวอย่าง
ปลาทับทิมป่วยและยืนยันชนิดสปีชีส์ โดยการหาคุณลักษณะทางชีวเคมีของเช้ือแบบปฐมภูมิและทุติย
ภูมิรวมถึงตรวจยืนยันด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา จากน้ันน าเช้ือทดสอบความรุนแรงในห้องปฏิบัติการ 
โดยการหาค่า LD50 ท่ีระยะเวลา 10 วันในปลาทับทิม และท าการศึกษาพยาธิสภาพของปลาทับทิมท่ี
ได้รับเช้ือ C. indologenes  ซึ่งผลท่ีได้รับจากการศึกษาน้ีน่าจะมีความส าคัญต่อความเข้าใจเกี่ยวกับ
การก่อโรคของ C. indologenes  ในปลาทับทิม เพื่อน าไปสู่การวินิจฉัยโรคในฟาร์มปลาทับทิมได้
อย่างถูกต้องแม่นย า อีกท้ังยังสามารถน าไปต่อยอดเพื่อพัฒนางานวิจัยอื่นๆท่ีเกี่ยวข้องกับการติด เช้ือ 
C. indologenes  ในปลาทับทิมได้ต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงคข์องการวิจัย 

1.2.1  เพื่อแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes  จากปลาทับทิมท่ีป่วยจากฟาร์มเล้ียงในจังหวัดต่างๆ 

1.2.2  เพื่อทดสอบการก่อโรคของเช้ือ C. indologenes ในปลาทับทิมและตรวจสอบพยาธิสภาพท่ี
เกิดข้ึน                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

 

1.3 ค  าส าคญั 

คริสซีโอแบคทีเรียม อินโดโลจีเนส  ความสามารถในการก่อโรค  ปลาทับทิม   โรคปลา 

 

 

 

1.4 Keywords 

Chryseobacterium indologenes, pathogenicity, red tilapia, fish disease 

 

 

1.5 ค  าถามส าหรบัการวิจยั / สมมติฐานการวิจัย 

1.5.1 เช้ือ C. indologenes  สามารถแยกได้จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 

1.5.2 เช้ือ C. indologenes  สามารถก่อโรคได้ในปลาทับทิม 
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1.6 กรอบแนวคดิการวิจัย 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค าถามส าหรบัการวิจัย 

1. เช้ือ C. indologenes  สามารถแยกได้จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 
2. เช้ือ C. indologenes  สามารถก่อโรคได้ในปลาทับทิม 

 

วิธีการวิจัย 

1. แยกและวิ นิจฉัยเช้ือ  C. indologenes   จากปลาทับทิมป่วย โดยการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือและการพิสูจน์ยืนยันด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส (PCR) พิจารณาจากล าดับเบสของยีน16s-rRNA   ของเช้ือ   C. indologenes 

2. การศึกษาความรุนแรงของเช้ือจากไอโซเลทท่ีมีความรุนแรงสูงสุดในการทดสอบใน
ห้องปฏิบัติการ 

3. การศึกษาความรุนแรง LD 50  ท่ีระยะเวลา 10 วันของเช้ือไอโซเลทท่ีมีความรุนแรง
สูงสุดในปลาทับทิมทดลองรวมถึงการศึกษาพยาธิสภาพจากตัวอ ย่างปลาทับทิมท่ี
ตายจากการได้รับเช้ือ C. indologenes 

 

ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1. ข้อมูลคุณลักษณะทางจีโนไทป์ของเช้ือ C. indologenes    ในปลาทับทิม 
2. ข้อมูลเกี่ยวกับความรุนแรงของการติดเช้ือ C. indologenes   ในปลาทับทิม 
3. ข้อมูลทางพยาธิวิทยาของการติดเช้ือ C. indologenes  ในปลาทับทิม 

 



บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร  

2.1 ประวัติของเช้ือ C. indologenes   

       การจ าแนกช้ันทางวิทยาศาสตร์ของเช้ือ  Chryseobacterium indologenes  จัดอ ยู่ใน
อาณาจักร Bacteria ไฟลัม Bacteroidetes  ช้ัน Flavobacteria  ล าดับ Flavobacteriales วงศ์ 
Flavobacteriaceae สกุล Chryseobacterium สปีชีส์ indologenes  โดย C. indologenes หรือ
ช่ือก่อนหน้าน้ี Flavobacterium  indologenes เดิมเคยมีรายงานว่าประกอบด้วย 6 สปีชีส์  ได้แก่ 
C. balustinum  C. gleum   C. indologenes  C. indolthticum   C. meningosepticum  และ  
C. scophthalm  (Von Graevenitz, 1995) หลังจากน้ันมีการรายงานสปีชีส์ใหม่มากมายจนปัจจุบัน
มีการรายงานมากถึง  59 สปีชีส์ (Euzeby, 2011) การก่อโรคของเช้ือ C. indologenes  มีลักษณะ
การก่อโรคแบบฉกฉวยโอกาสพบได้ท้ังในมนุษย์และสัตว์  โดยในมนุษย์พบคร้ังแรกในปี 1993  แยกได้
จากตัวอย่างส่ิงคัดหล่ังจากหลอดลมในผู้ป่วยปอดอักเสบจากการใช้เคร่ืองช่วยหายใจ  (Bonten et 

al., 1993)  ซึ่งเช้ือ C. indologenes เป็นเช้ือท่ีสามารถแยกได้มากท่ีสุดจากตัวอย่างส่งตรวจแต่เป็น

เช้ือท่ีพบได้ยากในมนุษย์และไม่จัดเป็นเช้ือแบคทีเรียประจ าถ่ินแต่สามารถพบได้ท่ัวไปในส่ิงแวดล้อม

โดย C. indologenes สามารถเป็นสาเหตุในการติดเช้ือชนิดต่างๆ เช่น แบคทีเรียในกระแสเลือด 

ปอดอักเสบ สมองอักเสบ ซึ่งสามารถพบอุบัติการณ์ใน เด็กทารก ผู้ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่องทุกช่วง

กลุ่มอายุ (Kienzle et al., 2000) นอกจาก น้ันยังพบการรายงานของเช้ือ  C. indologenes ใน

ส่ิงแวดล้อมหลายชนิด  อาทิเช่น ดิน  (Weon et al., 2008) พืช (Cho et al., 2010)  น้ าจืด  (Kim 

et al., 2008; Park et al., 2008) น้ าทะเล (Maravic et al., 2013) เป็นต้น  ซึ่งการศึกษาการแยก

เช้ือและการก่อโรคของเช้ือในสัตว์น้ันยังมีอยู่อย่างจ ากัด โดยการก่อโรคมักจะเกิด ในสัตว์ ท่ีมีภาวะ

ความเครียดหรือภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง (Chou et al., 2011) ซึ่งไม่พบการรายงานการก่อโรคของ

เช้ือ C. indologenes ในสัตว์เล้ียงแต่พบการแพร่กระจายของเช้ือ ในส่ิงแวดล้อมของสัตว์ น้ า 

(Bernardet et al., 2005) และพบการระบาดในฟาร์มปลา เช่น ปลา Yellow perch (Pridgeon et 

al., 2013)  และสัตว์น้ าชนิดอื่นๆได้ เช่น กบนา กบบลูฟรอก  (ชาญณรงค์ รอดค า 2554)  เป็นต้น

การศึกษาการก่อโรคของเช้ือ   C. indologenes ในปลายังมีอย่างจ ากัด พบการก่อโรคของเช้ือ  C. 

indologenes ในปลา yellow perch ในประเทศสหรัฐอ เมริกาในปี 2013 ซึ่งลักษณะอาการท่ี

แสดงออกหลังการได้รับเช้ือได้แก่ การสูญเสียการทรงตัว ความอยากอาหารลดลง และพบรอยโรค
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แผลหลุมบริเวณล าตัวและโคนหาง (Pridgeon et al., 2013) นอกจากน้ันยังพบรายงานการก่อโรคใน

กบท่ีติดเช้ือ  C. indologenes ได้แก่ น้ าหนักลด ท้องบวมกาง บวมน้ า กระจกตาขุ่นและอัก เสบ 

(ชาญณรงค์ รอดค า 2554) 

2.2 ชีววิทยาของเช้ือ C. indologenes   

เช้ือ Chryseobacterium  sp. จัดอยู่ในวงศ์ Flavobacteriaceae  ล่าสุดในปี 2011 พบ
การรายงานสปีชีส์ใหม่ๆ มากถึง 59 สปีชีส์ (Euzeby, 2011) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือบน
อาหารเล้ียงเช้ือ TSA (trypticase soy agar) โคโลนีสีเหลืองนูน เรียบ มันเงา กลมขนาดประมาณ  2  
มิลลิเมตร และบางโคโลนีรูปแบบไม่แน่นอน (Maravic et al., 2013)  เช้ือสามารถเติบโตได้ดี ท่ี
อุณหภูมิ 18 - 32 องศาเซลเซียส และสามารถด ารงชีวิตอยู่ในส่ิงแวดล้อมได้เป็นเวลานาน  (Mudarris 
et al., 1994) เมื่อน าเซลล์ย้อมสีแกรม จะเห็นลักษณะ รูปร่างแท่ง ติดสีแดง แกรมลบ ไม่สร้างสปอ ร์   
โดยเช้ือ C. indologenes  มีคุณสมบัติทางชีวเคมี เช่น เช้ือไม่มีความสามารถในการเคล่ือนท่ีได้ด้วย
ตัว เอง (non-motile)  เช้ือมีคุณสมบัติสร้างเอนไซม์ catalase รวมถึงการสร้างเอนไซม์ 
cytochrome oxidase C  และเมตาโบลิซึมน้ าตาลได้ในภาวะท่ีมีออกซเิจน (O/F test) นอกจากน้ัน
เช้ือ C. indologenes สามารถสร้าง flexirubin โดยการทดสอบด้วยน้ ายา 20% KOH โคโลนีเปล่ียน
จากสีเหลืองเป็นสีส้มถึงน้ าตาล (Maravic et al., 2013) และเช้ือสามารถใช้ citrate เป็นแหล่ง
คาร์บอนและสร้างพลังงาน (citrate test) และ สามารถสร้างสาร indole  (indole test) และสร้าง
เอนไซม์  gelatinase ท่ีสลาย gelatinให้กลายเป็นของเหลว (gelatin liquefaction) และสามารถ
รีดิวซ์ nitrate (nitrate reduction test) คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์อะไมเลส (starch hydrolysis) 
และการทดสอบคุณสมบัติในการสร้าง acetylmethylcarbinol (acetoin) (LV test) ให้ผลบวก
ท้ังหมด ส่วนการทดสอบคุณสมบัติความทนเกลือของเช้ือพบว่าเช้ือสามารถทนเกลือได้ ท่ี 3% แต่ไม่
สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ในความเข้มข้นของเกลือท่ี 5% เช้ือสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
MacConkey การทดสอบความสามารถในการหมักน้ าตาลของเช้ือ เช่น  arabinose,  mannitol ให้
ผลบวก แต่เช้ือไม่สามารถหมักน้ าตาล mannose, maltose ได้ (Bernardet et al., 2005; de Beer 
et al., 2006; Zamora et al., 2012b)  
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2.3 ปัจจัยความรนุแรงในการกอ่โรคของเช้ือ C. indologenes 

ในช่วงของการเกิดโรคเช้ือจะสร้างเอนไซม์ท่ีแตกต่างกันเพื่อจุดประสงค์ในการยืดอายุการติด
เช้ือหรือการท่ีจะช่วยให้การติดเช้ือรุนแรงข้ึนในโฮสต์ ซึ่งเอนไซม์เหล่าน้ีส่งผลต่อ ปัจจัยความรุนแรง
ของเช้ือ (Madigan et al., 2000) ความสามารถในการเกิดโรคของแบคทีเรียจะถูกก าหนดโดยการ
ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงซึ่งส่งผลต่อปัจจัยความ
รุนแรง (Pavlov et al., 2004) 

2.3.1  คุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) 

โดยปกติรูปแบบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียมี 3 แบบได้แก่ 1. Gamma – hemolysin  
แสดงถึงแบคทีเรียไม่สามารถสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) เพื่อย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ดังน้ันเมื่อ
เล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ blood agar (BA) เช้ือท่ีข้ึนจะไม่มีวงใสรอบโคโลนี (non- hemolysis) 
2. Alpha – hemolysin สามารถสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) เพื่อย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ แต่
ไม่เข้มข้นจึงไม่สามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้อ ย่างสมบูรณ์โดยธาตุ เหล็ก ในฮีโมโกลบินจะถูก
ออกซิไดซ์ท าให้อาหารรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรียเห็นเป็นสีน้ าตาลหรือ สีเขียวอ่อน ( partial-
hemolysis) 3. Beta – hemolysin bacteria แบคทีเรียสามารถสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) 
เพื่อย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างเข้มข้นสามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์โดยรอบ ๆ 
โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ  blood agar มีขอบใสอย่างชัด เจน (complete-hemolysis) โดย
การศึกษาพบว่าเช้ือ  C. indologenes สามารถสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) ในการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงแบบเบต้า – ฮีโมลัยซิน (beta-hemolysin) เมื่อเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือวุ้นผสม 5 % เลือด
แกะและพบว่าเช้ือไม่มีคุณสมบัติในการสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) ในการย่อยเม็ดเลือดแดงแก
รมม่า-ฮีโมลัยซิน (gramma-hemolysin) เมื่อเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือวุ้นผสม 5% เลือดม้า (WYK, 
2008) 

2.3.2  คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ต่างๆ (enzymatic activity ) (Madigan et al.,2000) 

เป็นปัจจัยในการก่อความรุนแรงของเช้ือเพื่อวัตถุประสงค์ต่างๆ เช่น ช่วยในการด ารงชีวิตและเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการบุกรุกของเช้ือ เป็นต้น โดยเช้ือจะปลดปล่อยเอนไซม์ต่างๆออกมานอกเซลล์
ก่อให้เกิดความรุนแรงต่อโฮสต์ ซึ่งคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ต่างๆสามารถน ามาใช้ในการประเมิน
ศักยภาพของเช้ือท่ีก่อให้ความรุนแรงในการเกิดโรคของเช้ือได้ (WYK, 2008) (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 1  แสดงหน้าท่ีการท างานของเอมไซม์ท่ีส่งผลต่อปัจจัยความรุนแรงของการก่อโรคของเช้ือ  
C. indologenes 

ชนิดของเอมไซม์ หน้าท่ีของเอนไซม์ 
Fibrinolysin 
 
Gelatinases 
 
Lecithinase 
 
Lipases 
 
Proteinases 

มีหน้าท่ีท าลาย fibrin 
 
ประกอบด้วย Zinc ซึ่งไฮโดรไลซ์สารตั้งต้นของ gelatine และ 
collagen   
ย่อยสลาย phospholipids ซึ่งสามารถพบในเย้ือหุ้มเซลล์ และสามารถ
ท าลายเซลล์เป้าหมายหรือช่วยในการบุกรุกเซลล์เป้าหมาย         
ท าหน้าท่ีร่วมกับเอนไซม์อื่น และท าให้เซลล์แตกซึ่งช่วยในการมีชีวิตอยู่
ของเช้ือแบคทีเรีย 
มีหน้าเกี่ยวกับกระบวนการอักเสบและมีส่วนท าให้เกิดความรุนแรงใน
คนและสัตว์ 

จากหน้าท่ีการท างานของเอนไซม์ชนิดต่างๆท่ีระบุไว้ในตารางท่ี 1  จะเห็นได้ว่าปัจจัยความรุนแรงมี
แนวโน้มแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ  ได้แก่  

กลุ่มแรกประกอบด้วยเอนไซม์ท่ีมีหน้าท่ีช่วยเช้ือโรคในการบุกรุกเข้าสู่เน้ือเย่ือของโฮสต์เซลล์
เช่น fibrinolysin มีหน้า ท่ีในการลดการท างาน ของ fibrin และ  lecithinase ย่ อยสลาย 
phospholipids ซึ่งสามารถพบในเย้ือหุ้มเซลล์และสามารถท าลายเซลล์เป้าหมายหรือช่วยในการบุก
รุกเซลล์เป้าหมาย   gelatinases ประกอบด้วย zinc ซึ่งไฮโดรไลซ์สารตั้ งต้นของ gelatine และ 
collagen   ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเน้ือเย่ือ     

          กลุ่มท่ีสองประกอบด้วยเอนไซม์ท่ีมีหน้าท่ีเกี่ยวข้องกบัปัจจัยท่ีส่งเสริมในการด ารงชีวิตของเช้ือ
ในโฮสต์เซลล์ เช่น lipase ร่วมกับเอนไซม์อื่นและท าให้เซลล์แตกซึ่งช่วยในการด ารงชีวิตอ ยู่ของเช้ือ
แบคทีเรียและ proteinases ท่ีย่อยสลายโปรตีนเพื่อใช้ในการด ารงชีวิตของเช้ือ  (Madigan et al., 
2000) นอกจากน้ันวิธีการอื่น ๆ ท่ีสามารถน ามาใช้เพื่อเป็นข้อบ่งช้ีความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือ 
C. indologenes  อื่นๆ เช่นการทดสอบความต้านทานต่อยาต้านจุลชีพและความต้านทานต่อสารฆ่า
เช้ือ เป็นต้น (WYK, 2008)  
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2.4 พยาธิวิทยาของการได้รบัเช้ือ C. indologenes  ในปลา 

พบรายงานการศึกษาพยาธิวิทยาในปลา yellow perch ท่ีได้ รับเช้ือ   C. indologenes  
ปลาแสดงอาการสูญเสียความอยากอาหาร และ สมดุลในการทรงตัว  รวมถึงลักษณะรอยโรคจากการ
ได้รับเช้ือ  C. indologenes  พบลักษณะการบวมบริเวณเหนือครีบก้น และแผลหลุมหรือแผลเป่ือยท่ี
บริเวณผิวหนังและกล้ามเน้ือ (Pridgeon et al., 2013) โดยการศึกษาจุลพยาธิวิทยาของการได้ รับ
เช้ือ C. indologenes  ในปลาทับทิมในประเทศไทยและท่ัวโลกน้ันยังไม่มีพบการรายงานดังกล่าว 

 

2.5 ระบาดวิทยา 

การรายงานการศึกษาเช้ือ C. indologenes ในมนุษย์น้ันพบอุบัติการณ์ในปี 1997 การ
รายงานพบการเพิ่มข้ึนในการติดเช้ือ C. indologenes  ในผู้ป่วยโรงพยาบาลในประเทศไต้หวัน ซึ่ ง
พบเช้ือในเลือดของผู้ป่วยจ านวน 36 คน (Hsueh et al., 1997) รวมถึงการศึกษาการระบาดของเช้ือ 
C. indologenes ในผู้ป่วย 215 คน โดยพบว่าตั้งแต่ปี 2013 พบการเพิ่มจ านวนของผู้ป่วยท่ีพบการ
ติดเช้ือ C. indologenes ในกระแสเลือดและปอดอักเสบ (Chen et al., 2013)   

การระบาดของเช้ือในกลุ่ม Chryseobacterium sp. พบการรายงานการระบาดในปลา
หลากหลายสปีชีส์ เช่น C. scophthalmus ในประเทศสก๊อตแลนด์ (Mudarris et al., 1994)  C. 
piscicola, C. arothri  และ C. chaponense ในทวีปยุโรปและอเมริกาใต้  (Campbell et al., 
2008; Ilardi et al., 2009; Kampfer et al., 2011) C. shigense  ในประเทศสเปน (Zamora et 
al., 2012b) C. tructae (Zamora et al., 2012c) C. oncorhynchi (Zamora et al., 2012a) C. 
viscerum  (Zamora et al., 2012d) โดยชนิดของปลาท่ีพบการระบาดน้ันส่วนมากจะเป็นปลาท่ี
เล้ียงในเขตหนาวเช่น ปลาแซลมอน ปลาเรนโบว์เทราต์ จากน้ันในปี 2013 พบการระบาดของเช้ือ  C. 
indologenes. ในปลา yellow perch (Pridgeon et al., 2013) รวมถึงการรายงานการพบเช้ือ  C. 
indologenes จากตัวอย่างน้ าทะเลและสัตว์น้ าในทะเลในประเทศโครเอเชียอีกด้วย (Maravic et al., 
2013) ท้ังน้ียังไม่เคยพบว่ามีรายงานการระบาดของเช้ือ C. indologenes ในปลาทับทิม 

โดยการรายงานในประเทศไทยน้ันพบการรายงานการแยกและวินิจฉัยเช้ือ  C. indologenes  
ท่ีแยกได้จากตัวอย่างไรน้ านางฟ้าท่ีเป็นโรคจุดด า(หนูเดือน เมืองแสน 2549)  และพบการระบาดของ
เช้ือ C. indologenes จากการแยกและระบุเช้ือจากตัวอย่างกบป่วยในฟาร์มบริเวณภาคใต้ของ
ประเทศไทย (สุดา ตัณฑวณิช 2554) รวมถึงรายงานการพิ สูจน์และจ าแนกลักษณะของเช้ือ  C. 
indologenes ท่ีแยกได้จากกบพันธุ์ผสมท่ีป่วยด้วยกลุ่มอาการทางประสาทและกระจกตาขุ่นขาว
(ชาญณรงค์ รอดค า 2554) ซึ่งในประเทศไทยยังไม่มีการรายงานการพบเช้ือ C. indologenes ในปลา
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แต่จากผลการศึกษาข้ันต้นสามารถเพาะแยกเช้ือ C. indologenes  ได้จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยใน
ประเทศไทย จากการศึกษาท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นว่าสามารถพบการแพร่กระจายของเช้ือ  C. 
indologenes อย่างกว้างขวางในสัตว์น้ าในประเทศไทย 

 

2.6 การ วินิจฉัยโรคทางหอ้งปฎิบัตกิาร 

2.6.1 การเก็บตัวอย่างและการเพาะแยกเช้ือ  

ในปี 2011 โดยชาญณรงค์รายงานการแยกเช้ือ  C. indologenes  จากตัวอย่างกบท่ีป่วยด้วยอาการ
คอเอียง กระจกตาขุ่น  จากฟาร์มในจังหวัดเชียงใหม่ พิจิตร สุพรรณบุรี รวมจ านวน 18 ตัวโดยผ่าซาก
ตามข้ันตอนดังน้ี ให้กบนอนหงาย ใช้ (forceps) ปากคีบ ดึงหนังหน้าท้องข้ึนให้ห่างจากอวัยวะภายใน 
แล้วใช้กรรไกรตัดเปิดช่องเล็กๆจากน้ันใช้กรรไกรเปิดเลาะหน้าท้องต่อไปให้ยาวตั้งแต่บริเวณต้นขาข้ึน
ไปจนถึงบริเวณใต้คางกบและใช้กรรไกรตัดเปิดผนังหน้าท้องออกจนเห็นอวัยวะภายในและเก็บ
ตัวอย่างจากอวัยวะภายใน ได้แก่ ตับ ม้าม ไต หัวใจ และปอด โดยใช้ส าลีพันปลายไม้ป้ายเช้ือจาก
อวัยวะเหล่าน้ีน าไปเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ท่ีผสมเลือดแกะ 5 เปอร์เซ็นต์  และ MacConkey 
agar  และน าไปบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจาก น้ันน าโคโลนีท่ีมี
ลักษณะสีเหลืองอ่อน ท่ีแยกได้จากแต่ละอวัยวะน าลงเพาะแยกเช้ือให้บริสุทธิ์บนอาหารเล้ียงเช้ือ  TSA 
ผลการทดลองสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีเหลืองอ่อนจ านวน 18 ตัวอ ย่างจากกบนาและ
กบบลูฟรอกท่ีมีกลุ่มอาการคอเอียง กระจกตาขุ่น จ านวน 18 ตัว (ชาญณรงค์ รอดค า 2554) ในปี 
2013 โดย Pridgeon และคณะศึกษาแยกเช้ือ C. indologenes  จากตัวอย่างปลา yellow perch 
ในประเทศสหรัฐอเมริกาจากการเก็บตัวอย่างปลา yellow perch จากฟาร์มในเดือนมกราคม ปี 
2012  โดยเก็บปลาป่วยท่ีมีลักษณะ moribund เก็บตัวอย่างสดลงถังน้ าแข็งและท าการแยกเช้ือ
ภายใน 24 ช่ัวโมงโดยห้องปฏิบัติการวิจัยทางสุขภาพสัตว์น้ า  ล้างตัวอย่างปลาบริเวณท่ีพบลักษณะ
แผลหลุมสามรอบด้วย PBS (phosphate buffer solution) จากน้ัน น าขดลวดเพาะเช้ือท่ีปราศจาก
เช้ือสัมผัสกับบริเวณแผลหลุมและเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  shieh agar กับ tobramycin ความ
เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Decostere et al., 1997) บ่มเช้ือในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 19 องศา
เซลเซียสเป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง พบลักษณะโคโลนีจากตัวอย่าง 15 ตัวอย่างโดยพบ 13 ตัวอ ย่าง
จาก 15 ตัวอย่างพบเช้ือมีลักษณะโคโลนีสีเหลืองและ 2 ตัวอย่างพบลักษณะโคโลนีสีขาวนอกจากน้ีใน
ปี 2013 โดย Maravic และคณะศึกษาแยกเช้ือ C. indologenes  จากตัวอย่างน้ าทะเลและหอยชนิด
ต่างๆรวม 16 ตัวอย่าง โดยใช้ขวดผ่านการฆ่าเช้ือเก็บตัวอย่างน้ า 1 เมตรจากชายฝ่ังและลึกประมาณ 
20 เซนติเมตรจากพื้นผิวน้ าทะเลจ านวน 4 ตัวอย่าง และใช้น้ าทะเลปริมาณ 10 มิลลิลิตรกรองผ่าน
กระดาษกรองท่ีมีขนาดของรู 0.22 ไมโครเมตรและน าเพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA  และตัวอ ย่าง
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จากหอยแมลงภู่เมดิเตอร์เรเนียน (M. galloprovincialis Lam.),  หอยทะเลเมดิ เตอ ร์เรเนียน (P. 
caerulea L.) และเม่นทะเลสีม่วง (P. lividus Lam) จ านวนชนิดละ 4 ตัวอย่าง โดยหอยได้ รับการ
ขัดท าความสะอาดด้วยน้ าสะอาดเพื่อเอาเศษดินออกและฆ่าเช้ือแห้งด้วยการผ่านเปลวไฟ และเปิด
หอยด้วยเทคนิคปราศจากเช้ือโดยใช้มีดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ เก็บเน้ือหอยและน้ าภายในตัวหอย และท า
ให้เป็นเน้ือเดียวด้วยกันด้วยเคร่ือง osterizer เป็นเวลา 1 นาที ตัวอย่างท้ังหมดตรวจสอบภายใน 2 
ช่ัวโมงหลังการเก็บตัวอย่าง จากน้ันเพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ผสม meropenem เพื่อป้องกัน
เช้ืออื่นๆในกลุ่ม water borne species เช่น Pseudomonas  sp. , Aeromonas sp. บ่มเช้ือใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 24 ช่ัว โมง พบโคโลนีสีเหลืองของเช้ือ  C. 
indologenes  จากตัวอย่าง 12 ตัวอย่างพบท้ัง 12 ตัวอย่าง (12/12) จากน้ าทะเล หอยแมลงภู่เมดิ
เตอร์เรเนียนและหอยทะเลเมดิเตอร์เรเนียนและ 3 ตัวอย่างจาก 4 ตัวอย่าง (3/4) ของเม่นทะเลสีม่วง
รวมพบเช้ือ C. indologenes  จ านวน 15 ตัวอย่างจาก 16 ตัวอย่าง (15/16)โดยอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ี
นิยมใช้ในการเพาะเล้ียงเช้ือในกลุ่ม Chryseobacterium sp.  ซึ่งอยู่ในวงศ์  Flavobacteriaceae 
น้ันได้มีการศึกษาและปรับปรุงอาหารเล้ียงเช้ือมาโดยล าดับโดยมีจุดประสงค์เพื่อการยับย้ังแบค ทีเรีย
ในกลุ่มอื่นๆโดยการเติมยาปฎิชีวนะในอาหารเล้ียงเช้ือ เช่น  ในปี 1955 พบการศึกษาอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิด Cytophaga agar กับ polymyxin B 10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร neomycin 5 ไมโครก รัมต่อ
มิลลิลิตร เพื่อยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท้ังแกรมลบและแกรมบวกบางชนิด โ ดยท าให้
ประสิทธิภาพการคัดแยกเช้ือเร็วและแม่นย ากว่าอาหารเล้ียงเช้ือคัดแยกชนิดอื่น (Anacker and 
Ordal, 1955) นอกจากน้ัน ได้มีการพัฒนาอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อคัดแยกเช้ือวงศ์ Flavobacteriaceae 
อย่างต่อเน่ืองและมีส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือและยาปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกัน ในปี 1997 เร่ิมมี
การพัฒนาอาหารเล้ียงเช้ือ shieh agar ซึ่งผสมด้วย tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครก รัมต่อ
มิลลิลิตร (Decostere et al., 1997) นอกจากน้ันอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้แยกเช้ือ  Chryseobacterium 
sp. อื่นๆ เช่น อาหารเล้ียงเช้ือ TSA ท่ีเติมยาปฏิชีวนะต่างๆ เป็นต้น 

 
2.6.2  การแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes  

ลักษณะโคโลนีของเช้ือ C. indologenes ท่ีแยกได้จากตัวอย่างน้ าทะเลและสัตว์ทะเล สีเหลืองนูน 
เรียบ มันเงา กลมขนาดประมาณ  2 มิลลิเมตร และบางโคโลนีมีรูปแบบไม่แน่นอน (Maravic et al., 
2013)  โดยการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือ C.  indologenes ย้อมติดสีแดง แกรมลบ  มี
รูปร่างเป็นท่อนปลายมน (rod) ไม่สร้างสปอร์   คุณสมบัติทางชีวเคมีปฐมภูมิของเช้ือ เช่น เป็นเช้ือท่ี
ไม่มีความสามารถในการเคล่ือนท่ีได้ด้วยตัวเอง (non-motile)  และสามารถด ารงชีวิตอยู่ใน
ส่ิงแวดล้อมได้เป็นเวลานาน  (Mudarris et al., 1994) เช้ือสามารถสร้างเอมไซม์ catalase รวมถึง
เอนไซม์ cytochrome oxidase C  การทดลองคุณสมบัติของเช้ือแบคทีเรียในการเมตาโบลิซึม
น้ าตาลได้ในภาวะท่ีมีออกซิเจน (O/F test) ให้ผลบวก นอกจากน้ีเช้ือ C. indologenes สามารถสร้าง 
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flexirubin โดยจากการทดสอบด้วยน้ ายา 20% KOH  โคโลนีเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีส้มถึงน้ าตาล 
(Maravic et al., 2013) 

การศึกษาการแยกเช้ือ  C. indologenes จากตัวอ ย่างปลา yellow perch สามารถ
เจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ  MacConkey agar และ อาหารเล้ียงเช้ือ  5% sheep blood 
agar พบลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือ แบคทีเรียย้อมติดสีแดง แกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง โดยเช้ือ
สามารถสร้างเอมไซม์ catalase รวมถึงเอนไซม์ cytochrome oxidase C  และ ย่อยสลาย 
protease (gelatin) โดยเทียบจากฐานข้อมูลของผลการทดสอบ API 20 NE  พบ 10 ไอ โซ เลทมี
ความคล้ายคลึงกับเช้ือ  C. indologene ท่ี 67.2% - 99.9% จากตัวอย่าง 15เช้ือและอีก 3 เช้ือให้ผล
คล้ายคลึงกับเช้ือ Empedobacter brevis (Pridgeon et al., 2013) ผลการศึกษาคุณสมบัติทาง
กายภาพและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือพบว่าเช้ือ C. indologenes สามารถเจริญเติบโตได้บน
อาหารเล้ียงเช้ือ  MacConkey agar และ อาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar โดยลักษณะของ
โคโลนี สีเหลืองขาว ผิวเรียบมัน รูปร่างเป็นทรงกลม และลักษณะเซลล์ของเช้ือรูปร่างเป็นแท่ง ย้อม
ติดสีแดง แกรมลบ และสามารถเมตาบอไลท์คาร์โบไฮเดรตเฉพาะสภาวะท่ีมีอากาศ  ไม่สามารถ
เคล่ือนท่ีได้ รวมถึงสามารถสร้างเอมไซม์ oxidase และ catalase   และให้ผลบวกต่อการทดลอง 
starch hydrolysis  และ gelatin hydrolysis และการทดสอบ    casein hydrolysis   ไม่สามารถ
สร้าง   indole  ได้และให้ผลลบต่อการทดสอบ urease และการทดสอบขบวนการออกซิเด ช่ันและ
เฟอร์เมนเตช่ันของเช้ือต่อสารคาร์โบไฮเดรต โดยเช้ือสามารถใช้คาร์โบไฮเดรตได้ ท้ังในภาวะท่ีมี
ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน รวมถึงข้อมูลของคุณสมบัตทิางชีวเคมีของเช้ือ C. indologenes   อื่นๆ 
และการทดสอบคุณสมบัติการใช้น้ าตาลท้ัง 4 ชนิด คือ  mannitol  maltose ให้ผลบวกและ 
arabinose mannitol ให้ผลลบ (ชาญณรงค์ รอดค า 2554) (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือ C. indologenes 

 (ND) = non - detection 

โดยผลการศึกษาการเปรียบเทียบวิธีการแยกวินิจฉัยเช้ือ   C. indologenes โดยคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีของเช้ือ และ เทคนิค FAME (fatty amino methyl ester)  พบว่า การใช้คุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของเช้ือและเทคนิค FAME ประกอบกันสามารถใช้พิสูจน์เช้ือ  C. indologenes ได้ในระดับ
จีนัส (Pridgeon et al., 2013) ถ้าต้องการความแม่นย าในการพิสูจน์ในระดับสปีชีส์ควรใช้ร่วมกับ 
การศึกษาทางอณูชีววิทยายืนยันผลด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  (PCR)  และการหาล าดับ
นิวคลีโอไทด์ด้วยยีน 16s-rRNA หรือ 16s-23s rRNA ISR  เช่น การพิสูจน์แยกเช้ือจากตัวอ ย่างปลา 
yellow perch ป่วยด้วยเทคนิค PCR และการหาล าดับเบสด้วยยีน 16s-23s rRNA ISR โดยใช้

คุณสมบัติทางชีวเคมี C. indologenes 

(de Beer et al., 2006) 

(Zamora et al., 2012c) 

C. indologenes 
(ชาญณรงค์ รอดค า 

2554) 

Gram stain 
การเจริญเติบโตบน : 
Blood agar 
MacConkey agar 
Tolerance to 3.0% NaCl  
                   5.0% NaCl  
การย่อยสลาย  : 
   Starch 
   Gelatin 
การตกตะกอนบน egg-yolk medium 
การสร้าง  : 
  Indole  
  Urease  
การใช้  : 
  Arabinose  
  Mannose 
  Mannitol  
  Maltose 
Citrate 
Nitrate  

- 
 
+ 
+ 
- 
- 
 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
- 
 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
- 

- 
 
+ 
+ 

ND 
ND 

 
+ 
+ 

ND 
 

- 
- 
 

ND 
ND 
+ 
+ 
+ 
+ 
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forward primer Chry-16S-F (5’-GCATCAGCCATGGCGCGGTG-3’) ท่ี 1327-1347 bp ของ 
complete 16S rRNA sequence ของ Chryseobacterium sp. (GenBank accession number 
JQ740255) และ reverse primer Chry-23S-R (5’- CCTTAAGGATTTCTTTCCTA -3’) ท่ี 787-
807 bp ของ 23S rRNA sequence ของ Chryseobacterium piscicola (GenBank accession 
number HM131451) ผสมส่วนประกอบของ PCR  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ดังน้ี Master Mix, 1x 
(Qiagen, Valencia, CA, USA)ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร  forward primer 1 ไมโครลิตร reverse 
primer  1 ไมโครลิตร และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร Nuclease-free water ปริมาตร 9.5 
ไมโครลิตร ต่อจากน้ันเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอ ลิเมอเรสเกิด ข้ึนตามล าดับ
ดังน้ีคือ มีวงจรอุณหภูมิ (thermal cycle) initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 
จ านวน 30 รอบ เข้าสู่การ denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที annealing 
อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส 45  วินาที และข้ันตอน extension  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที  
และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  จาก น้ันน าผลผลิตจาก
ปฏิกิริยาลูก โซ่พอ ลิเมอเรส (PCR product) มาวิ เคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี  agarose gel 
electrophoresis  ซึ่งใช้วุ้น agarose ความเข้มข้นร้อยละ1 และส่งหาล าดับเบส (USDA-ARS Mid 
South Genomivc Laboratory) และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ GenBank  โดยผลการศึกษา
การศึกษาเทคนิค PCR  และการหาล าดับเบสของยีน 16s rRNA พบ 13 ไอโซเลทมีล าดับเบสตรงกับ
เช้ือ  C. indologenes   strain B7 16s rRNA (GenBank accession number HQ259684) ท่ี 
99% และผลการศึกษาเทคนิค PCR และการหาล าดับเบสของยีน 16s-23s rRNA ISR ( intergenic 
spacer region) พบ 13 ไอโซเลทมีล าดับเบสตรงกับเช้ือ C. indologenes   strain ATCC 29897 
16s-23s rRNA ISR (GenBank accession number EU014570) ท่ี 88% (Pridgeon et al., 
2013)  

นอกจากน้ันผลการศึกษาการพิสูจน์แยกเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างกบ ท่ีพบอาการ
คอเอียง ตาขุ่น โดยเทคนิค PCR  โดยพิจารณาจากล าดับเบสของยีน 16s-23s rRNA ISR  โดยใช้ไพร
เมอร์ 16s-23s rRNA – F (5’-TGCGGCTGGAACATCTCATT -3’) ขนาด 20 bp และ16s-23s rRNA 
- R (5’-GTGCTCGGTTATCTCTTTGTG -3’) ขนาด 21 bp โดยผสมส่วนประกอบของ PCR  
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ดังน้ี 10X buffer solution ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  dNTPs ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 0.5 ไมโครลิตร  Forward primer 1 ไมโครลิตร Reverse 
primer  1 ไมโครลิตร และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร Nuclease-free water ปริมาตร 36.5 
ไมโครลิตร ต่อจากน้ันเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอ ลิเมอเรสเกิด ข้ึนตามล าดับ
ดังน้ีคือ มีวงจรอุณหภูมิ (thermal cycle) initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
จ านวน 30 รอบ เข้าสู่การ denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing อุณหภูมิ 
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52 องศาเซลเซียส  1 นาที และข้ันตอน extension  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที  และ final 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 นาที จากน้ันน า PCR product มาวิเคราะห์ต่อ
ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  ซึ่งใช้วุ้น agarose ความเข้มข้นร้อยละ1 ผสม1X TBE และ
เอททีเดียมโบรไมด์ 0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยท าปฏิกริยาเวลา 30 นาทีใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
โดยใช้ DNA มาตรฐานเป็นตัวช้ีวัด (DNA ladder) อ่านผลจากแถบการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอด้วยแสงยู
วีจากเคร่ือง gel documentation (Biorad, USA.) เปรียบเทียบกับเค ร่ืองหมายดีเอ็นเอ  (DNA 
ladder) จากน้ันน าไปส่องตรวจภายใต้แสง อัลตร้าไวโอเลต และแยก DNA ออกจาก agarose gel 
ให้บริสุทธิ์และส่ง PCR product ท่ีบริสุทธิ์ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และหาล าดับเบสและและ
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ GenBank ผลการศึกษามีล าดับเบสตรงกับ C. indologenes ATCC 
29897 16s-23s rRNA ISR ใน GenBank accession member EU 014570 มากกว่า 95 %(ชาญ
ณรงค์ รอดค า 2554)  

2.6.3 การทดสอบคุณสมบัติในการก่อความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes ในห้องปฏิบัติการ 

การศึกษาด้านปัจจัยท่ีก่อให้เกิดความรุนแรงของเช้ือ  C. indologenes ในปี 2000 ศึกษาเช้ือ  C. 

indologenes ท่ี แยกได้จากหลอดลมผู้ป่วยในการทดสอบความรุนแรงซึ่งได้แก่ คุณสมบัติการสร้าง

เอมไซม์ และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ ทดสอบโดยการน าเช้ือเพาะลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีใช้ทดสอบคุณสมบัติในการสร้างเอมไซม์ต่า งๆ  เช่น  chondroitnase, coagulase, 
dnase, elastase, fibrinolysin, gelatinase, hyaluronidase, lecithinase, lipase,  proteinase 
โดยเช้ือ  C. indologenes สามารถสร้างเอมไซม์ fibrinolysin, gelatinase, lecithinase, lipase, 
proteinase ได้ (WYK, 2008) และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงโดยการเพาะลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ blood agar โดยใช้เลือดม้า และ เลือดแกะ โดยเช้ือ C. indologenes   มีลักษณะการย่อย
สลายเม็ดเลือดแดงแบบแกรมม่า-ฮีโมลัยซิน (gamma-haemolysin)  ในอาหารเล้ียงเช้ือผสมเลือดม้า 
และย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ เบต้า – ฮีโมลัยซิน (Beta-Heamolysin) ในอาหารเล้ียงเช้ือผสม
เลือดแกะ (WYK, 2008) นอกจากน้ันวิธีการอื่น ๆ ท่ียังสามารถน ามาใช้เพื่อเป็นข้อบ่งช้ีของการเกิด
โรคของส่ิงมีชีวิตท่ีมีการทดสอบความต้านทานต่อยาต้านจุลชีพและความต้านทานต่อสารฆ่าเช้ือ เป็น
ต้น  

2.6.4 การทดสอบคุณสมบัติในการก่อความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes 

การศึกษาความรุนแรงในมนุษย์น้ัน พบการรายงานในผู้ป่วยท่ีติด เช้ือ  C. indologenes ท่ีมีภาวะ
แบคทีเรียในกระแสเลือด ปอดบวม และเย่ือ หุ้มสมองอัก เสบและพบว่าผู้ป่วยท่ีติด เช้ือ  C. 
indologenes ท่ีมีภาวะแบคทีเรียในกระแสเลือด น้ันมีอัตราการตายสูงกว่าผู้ป่วยท่ีติด เช้ือ  C. 
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indologenes ท่ีมีภาวะปอดบวมคิดเป็นร้อยละ  67 % และ  35% ตามล าดับ (Chen et al., 2013)  
และการศึกษาความรุนแรงในปลาพบก่อให้เกิดอัตราการตาย  15 - 90 % โดยข้ึนอยู่กับชนิดสปีชีส์ 
รอยโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ Chryseobacterium sp. ในปลา พบลักษณะจุดเลือดออก ท่ีไตและ
ล าตัว รวมถึงแผลหลุมบริเวณล าตัว โดยช่วงอายุของปลาท่ีมักเกิดการติด เช้ือ  Chryseobacterium 
sp. น้ันได้แก่ ลูกปลาขนาดประมาณน้ิวมือ และ ปลาระยะเพาะฟัก (Loch and Faisal, 2014)  โดย
การศึกษาความรุนแรงของการได้รับเช้ือ C. indologenes ดังต่อไปน้ี เช่น การศึกษาความรุนแรงของ
การติดเช้ือ C. indologenes ในปลา yellow perch ในประเทศสหรัฐอเมริกาปี 2013 โดยการน า
เช้ือ C. indologenes ท่ีผ่านการยืนยัน น าเช้ือเพาะลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  trypticase soy broth  
(TSB) บ่มเช้ือท่ี 19 องศาเซลเซียสเวลา 24 ช่ัวโมงเช้ือจะเจริญเติบโตอ ยู่ในช่วง Log phase ท่ีค่า
ความดูดกลืนแสง (OD) ท่ี 540 นาโนเมตรจะได้ความเข้มข้นของเช้ือท่ี 6x107 CFU/ml และแช่ปลา 
yellow perch ขนาด 2 กรัม ในความเข้มข้นดังกล่าวเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ท าการทดลองสามซ้ า และ
การทดลองหาค่า LD50 โดยการฉีดเช้ือในความเข้มข้นท่ีแตกต่างกันตั้ งแต่  6x107- 3x108 CFU/ fish 
โดยฉีดเช้ื อ เข้ าทา งช่อ งท้อ งปริมาณ  0.1 มิล ลิลิต ร โ ดยก ารแ ช่ใน ยาสลบช นิด tricaine 
methanesulphonate ท่ีอัตราส่วน 10 มิลลิกรัมต่อน้ า 1 ลิตรก่อนการฉีดเช้ือ และบันทึกอัตราการ
ตายหลังการได้รับเช้ือ 21 วัน และตัวอย่างปลา yellow perch ท่ีตายจากการได้รับเช้ือท าการแยก
เช้ือจากตัวอย่างโดย เก็บตัวอย่างจากปลา yellow perch ท่ีตายจากการได้รับเช้ือในอวัยวะ ไต และ
พิสูจน์แยกเช้ือด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือ (API 20 NE) และค านวณค่า LD50 จากอัตราการตาย
เพื่อหาความรุนแรงของเช้ือ  C. indologenes    โดยพบอัตราการตาย 10 - 20% จากการทดสอบ
ความรุนแรงของเช้ือด้วยการแช่และค่า LD 50 หรือปริมาณเช้ือท่ีสามารถก่อให้เกิดอัตราการตายร้อย
ละห้าสิบท่ีระยะเวลา 21 วันเท่ากับ  1.5 x 108 CFU/ fish และค่า LD 95 หรือค่าปริมาณเช้ือ ท่ี
สามารถก่อให้อัตราการตายร้อยละ 95 ท่ีระยะเวลา 21 วันเท่ากับ 3.2 x 108 CFU/ fish (Pridgeon 
et al., 2013)  ท าการศึกษาความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes ท่ีแยกได้จากตัวอย่างกบจ านวน 
1 ไอโซเลทโดยการป้อนให้กินในกบทดลองจ านวน 50 ตัวน้ าหนัก 40 กรัมอายุเฉล่ีย 1 เดือน โดยใช้
ความเข้มข้นในการทดลองได้แก่ 2.02x108 2.02x107 2.02x106 2.02x105 CFU/ตัว   ป้อนโดยใช้
กระบอกฉีดยาพลาสติก ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ป้อนเข้าช่องปาก โดยตรงแล้วรอให้กบกลืนเองและ
สังเกตอาการหลังได้รับเช้ือเป็นเวลา 3 เดือน ผลการทดลองไม่พบอัตราการตายหลังการได้รับเช้ือ  C. 
indologenes ท่ีแยกได้จากตัวอย่างกบป่วยจากอาการ กระจกตาขุ่น คอเอียง ในประเทศไทย (ชาญ
ณรงค์ รอดค า 2554) 

 



บทที่ 3 
วิธีการทดลองหรือระเบียบวิธีวิจัย 

3.1 การเก็บตัวอยา่งและการเพาะแยกเช้ือ C. indologenes  

โดยเลือกเก็บตัวอย่างจากปลาทับทิมป่วยใกล้ตาย (Moribund fish) จ านวน 100 ตัวอย่างใน 
6 จังหวัด ได้แก่ ราชบุรี กาญจนบุรี นครปฐม สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และ ฉะเชิงเทรา (ภาพ ท่ี 1)
ช่วงระยะเวลา ปี พ.ศ. 2556 ถึง 2557  โดยแต่ละพื้นท่ีเก็บตัวอย่างปลาทับทิมป่วยจาก รูปแบบการ
เล้ียงแบบกระชังในบ่อดินจ านวน 30 ตัวอย่างและกระชังในแม่น้ า (ภาพท่ี 2) จ านวน 70 ตัวอย่างรวม 
100 ตัวอย่างโดยเก็บตัวอย่างปลาทับทิมท่ีมีลักษณะรอยโรคท่ีบ่งบอกการติดเช้ือในกระแสเลือด เช่น  
มีจุดเลือดออกบริเวณครีบและล าตัว  ตาโปนและก้นปล้ิน เป็นต้น เก็บตัวอ ย่างปลาทับทิมลง
ถุงพลาสติกและจดบันทึกข้อมูลตัวอย่าง ได้แก่ ท่ีอยู่ฟาร์ม  อัตราการตาย และลักษณะรอยโรค ท่ีพบ 
จ านวนตัวอย่าง (ตารางท่ี 3) จากน้ันเก็บลงกล่องโฟมบรรจุน้ าแข็งและขนส่งภายใน  3-4 ช่ัว โมง
หลังจากการเก็บตัวอย่างและแยกเช้ือ ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา  คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยภายใน 24 ช่ัวโมงหลังการเก็บตัวอย่าง  

 
รูปท่ี 1แสดงท่ีมาของตัวอย่างปลาทับทิมป่วยในบริเวณภาคกลางและภาคตะวันออกประเทศไทย 
 

      
รูปท่ี 2 แสดงภาพกระชังในแม่น้ า (รูปซ้าย) กระชังในบ่อดิน (รูปขวา) 
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3.2 การแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes จากตัวอยา่งปลาทับทิมปว่ย 

การเตรียมตัวอย่างและแยกวินิจฉัยเช้ือจากตัวอย่างจากปลาทับทิมป่วย 
3.2.1 การเตรียมปลาทับทิมป่วยเพื่อเก็บตัวอย่างจากอวัยวะภายใน 

 โดยข้ันตอนในการผ่าซากดังน้ี ใช้กรรไกรปลอดเช้ือสอดเข้าช่องเปิดเหนือครีบก้น และตัดตามแนว
ล าตัวถึงครีบอกจากน้ัน ตัดเน้ือเย่ือบริเวณท้องออก และเมื่อตัดเน้ือบริเวณท้องสังเกตเห็นอวัยวะ
ภายใน จากน้ัน ตัดเน้ือปลาส่วนท้องข้ึนไปทางปาก และเก็บตัวอย่างจากอวัยวะภายใน เช่น ตับ ไต 
ม้าม  และจดบันทึกลักษณะรอยโรคภายใน 
3.2.2 เพาะแยกเช้ือจากอวัยวะภายใน  

โดยใช้ปากคีบท่ีฆ่าเช้ือแล้ว คีบช้ินส่วนอวัยวะและลนไฟท่ีผิวรอบนอกให้ท่ัว และใช้กรรไกรฆ่าเช้ือแล้ว
ตัดเป็นช้ินป้ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด shieh agar ผสม tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครก รัม
ต่อมิลลิลิตร (Decostere et al., 1997) ประมาณ 1 ใน 4 ของพื้นท่ีอาหารเล้ียงเช้ือ และใช้ขดลวด
เพาะเช้ือเผาไฟป้ายเป็นเส้นตรงหลายเส้นโดยเร่ิมจากจุดท่ีป้ายตัวอย่าง ต่อมาใช้ขดลวดเพาะเช้ืออัน
เดิม ขีดเส้นต่อจากเส้นเดิมหลายๆคร้ัง ท าเช่นน้ี 3 - 4 คร้ังซึ่งปริมาณของจ านวนเช้ือจะน้อยลง ท าให้
โคโลนีของเช้ือแยกจากกันชัดเจน โดย shieh agar ผสม tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (Decostere et al., 1997) เป็นอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีใช้ในการคัด เลือก เช้ือ ในวงศ์ 
Flavobacteriaceae และบ่มเช้ือในตู้บ่มเช้ือท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง  หลังจากน้ันคัดเลือกลักษณะโคโลนีท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือ C. indologenes  ซึ่งมีลักษณะ รูปร่าง
กลม นูน ผิวหน้ามันวาว สีเหลือง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2 - 3 มิลลิเมตรมีกล่ินคล้ายกล่ิน
ผลไม้ (Pridgeon et al., 2013)  จากน้ันเพาะแยกเช้ือให้บริสุทธิ์บนอาหารเล้ียงเช้ือ  TSA และเพาะ
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมงน าเช้ือ ท่ีท าให้บริสุทธิ์มาใช้ในการทดสอบ
คุณสมบัติการสร้างสาร flexirubin  ของเช้ือโดยการทดสอบกับน้ ายา 20% KOH โคโลนีท่ีให้ผลบวก
น้ันจะมีการเปล่ียนแปลงของสีของโคโลนีโดยจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีส้มถึงน้ าตาล (Maravic et 
al., 2013) รวมถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ  C. indologenes  ย้อมติด สีแดง แกรมลบ 
รูปร่างแท่ง (Pridgeon et al., 2013) 
3.2.3 การแยกวินิจฉัยเช้ือด้วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือ  

การทดลองคุณสมบัติการสร้างเอมไซม์ catalase ของเช้ือ (catalase test)  การทดลองคุณสมบัติ
ของเช้ือในการสร้างเอนไซม์ cytochrome oxidase C  (oxidase test)  การทดลองคุณสมบัติของ
เช้ือแบคทีเรียในการเมตาโบลิซึมน้ าตาลในสภาวะท่ีมีออกซิเจนหรือไม่มีออกซิเจน (O/F test)   
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การทดลองคุณสมบัติของเช้ือในการเคล่ือนท่ี (motility test)  การทดสอบคุณสมบัติแบบทุติยภูมิ   
เช่น  การทดสอบการใช้ citrate เป็นแหล่งคาร์บอนและสร้างพลังงาน (citrate test)  การทดสอบ
การสร้างสาร indole  โดยเอนไซม์ tryptophanase (indole test) การทดสอบความสามารถของ
แบคทีเรียรีดิวซ์ nitrate (nitrate reduction test) คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์อะไมเลส (starch 
hydrolysis) การทดสอบคุณสมบัติความทนเกลือของเช้ือในความเข้มข้นต่างๆ เช่น  3% และ 5%  
การทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ  MacConkey การทดสอบ
ความสามารถในการใช้น้ าตาลของเช้ือ  C. indologenes เช่น arabinose mannose, mannitol, 
maltose และวิเคราะห์ผล (de Beer et al., 2005; Zamora et al., 2012c) 

3.2.4 การตรวจยืนยันเช้ือ C. indologenes ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction ; PCR) และการหาล าดับเบส (Nucleotide sequencing) 

เตรียมเช้ือส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 

น าเช้ือ C.  indologenes 1 โคโลนีเพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA บ่มในตู้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

 วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

น าเช้ือ C.  indologenes มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี   boiling method  โดยน าเช้ือ  1 - 2 
โคโลนีผสมกับน้ า sterile ultra pure ปริมาตร 100 - 200 ไมโครลิตรและต้มแบคทีเรียในอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที หลังจากน้ันแช่น้ าแข็งเป็น 5 นาที และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
9000 rpm เวลา 5 นาที และเก็บช้ัน supernatant ท่ีอยู่เหนือช้ันตะกอนเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส  

วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และการหาล าดับเบส 

น าไพรเมอร์ชนิด universe ท่ีจ าเพาะต่อแบคทีเรียแกรมลบ (Darwish and Ismaiel, 2005)  
(ตารางท่ี4)  ผสมส่วนประกอบของ PCR  ปริมาตร 25 ไมโครลิตรดัง น้ี Gotag Green Master Mix, 
1x (Promega, Medisom, WI, USA) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร  Forward primer UN-20 0.5 
ไมโครลิตร Reverse primer  R1438 0.5 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอต้นแบบ 3 ไมโครลิตร Nuclease-
free water ปริมาตร 8.5 ไมโครลิตรต่อจากน้ันเพิ่มสารพันธุกรรมด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรสเกิดข้ึนตามล าดับดังน้ีคือ มีวงจรอุณหภูมิ (thermal cycle) initial denaturation อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส 10 นาที เข้าสู่การ denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 30  วินาที และข้ันตอน extension  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที  
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จ านวน 30 รอบ และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 นาที  (Darwish 
and Ismaiel, 2005) 

 จากน้ันน าผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR product) มาวิเคราะห์ขนาดดีเอ็น
เอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  ซึ่งใช้วุ้น agarose ความเข้มข้นร้อยละ1 โดยท าปฏิกริยา
เวลา 30 นาทีใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ โดยใช้ DNA มาตรฐานเป็นตัวช้ีวัด (DNA ladder) อ่านผล
จากแถบการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอด้วยแสงยูวีจาก เค ร่ือง  gel documentation (Biorad, USA.) 
เปรียบเทียบกับเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA ladder) เพื่อแยกเช้ือ  Chryseobacterium sp.  สปีชีส์
ต่างๆ เบ้ืองต้นและส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จะน าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ GenBank โดย
การใช้ BLAST analysis tool เพื่อยืนยันสปีชีส์ของเช้ือแบคทีเรียตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบในกรณีท่ีพบว่า
เช้ือตัวอย่างคือเช้ือ  C. indologenes น้ัน ล าดับพันธุกรรมของยีน  16s rRNA  และเปรียบเทียบกับ
ล าดั บพัน ธุ ก รรม ของ  C. indologenes ใ นฐ าน ข้อ มู ลของ  GenBank ด้ว ย โ ปรแก รม 
BioEditversion7.0.5.2(HYPERLINK"http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/"http://www.mbio
.ncsu.edu/BioEdit/) 

ตารางท่ี 4 รายละเอียดข้อมูลของ universal primer ส าหรับใช้แยกชนิดเช้ือ  
C. indologenes (Darwish and Ismaiel, 2005)  

เช้ือ ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ ขนาดของ
ผลิตภัณฑ์ 

C. indologenes 
 

Forward primer UN-20 5'AGA GTT TGA TC (AC) TGG CTC AG'3 1325 bp 
Reverse primer  R1438 3'GCC CTA GTT ACC AGT TTT AC5' 

 

3.3  การทดสอบค ุณสมบัติในการก่อความร ุนแรงของเ ช้ือ C. indologenes ท่ีแยก ได้จาก
ตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 

3.3.1 การทดสอบคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (heamolytic activity) ของเช้ือบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar ซึ่งถ้าเช้ือมีคุณสมบัติในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงเช้ือจะมีการ
สร้างสารพิษ haemolysin เพื่อใช้ในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงจะพบลักษณะ  zone ใสข้ึนรอบๆ
โคโลนี (hemolysis) บนอาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar โดยลักษณะการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดง (hemolysis) แบ่งออกเป็นหลายแบบข้ึนอยู่กับปริมาณการสร้างสารพิษ haemolysin เช่น 
beta- haemolysis  alpha-haemolysis  gamma-haemolysis (WYK, 2008) 
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3.3.2 คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ (enzyme activity) ของเช้ือซึ่งมีผลต่อความรุนแรงในการก่อ โรค
ของเช้ือ C. indologenes ได้แก่ 

- ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์  lipase , lecithinase  (lecithovitelline test) บน
อาหารเล้ียงเช้ือ egg yolk agar ซึ่งหากเช้ือมีการสร้างเอนไซม์ lipase  lecithinase  จะเกิด  zone 
ขุ่นข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ egg yolk agar รอบๆ โคโลนีของเช้ือ (WYK, 2008) 

 - ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ fibrinolysin บนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar ผสม 
fibrinologen III ซึ่งหากเช้ือมีการสร้างเอนไซม์ fibrinolysin ผลบวกจะเกิดวงใสๆรอบๆโคโลนีขนาด
มากกว่า 2 มิลลิเมตรข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar ผสม fibrinologen III (WYK, 2008) 

- ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ proteinases บนอาหารเล้ียงเช้ือ starch agar ซึ่งหาก
เช้ือมีการสร้างเอนไซม์  proteinases จะเกิด clear-zone ใสข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ  starch  agar 
รอบๆโคโลนี (WYK, 2008) 

- ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ gelatinase บนอาหารเล้ียงเช้ือ   gelatin  agar ซึ่ ง
หากเช้ือมีการสร้างเอนไซม์  gelatinase จะเกิด  zone ใสข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ  gelatin  agar 
รอบๆโคโลนี (WYK, 2008) 

โดยน าเช้ือ C. indologenes  ไอโซเลทต่างๆท่ีผ่านการยืนยันด้วยเทคนิค PCR และการหา
ล าดับเบส (nucleotide sequencing) เข่ียเช้ือจ านวน 1 โคโลนีเพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือTSB บ่ม
เพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมงและวัดค่าดูดก ลืนแสงท่ี (OD=540 nm) และใช้ 
calibrated loop จุ่มลงใน broth culture และขีดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆท่ีใช้ทดสอบ
คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ต่างๆขนาด 3 เซนติเมตรบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 
ช่ัวโมงทดสอบ 4 ซ้ าและบันทึกผลการทดลองว่าเช้ือสามารถสร้างเอนไซม์บนอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีใช้
ทดสอบการสร้างเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้หรือไม่ รวมถึงค่าเฉล่ียของขนาดของ clear zone ของแต่ละ
เอนไซม์บนอาหารเล้ียงเช้ือโดยการวัดจากขอบของโคโลนีถึงบริเวณขอบของ clear-zone และหา
ค่าเฉล่ียของขนาดของ clear-zone ของเช้ือ (ภาพท่ี 3) 
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รูปท่ี 3 แสดงวิธีการวัด clear-zone  โดยวัดจากขอบของโคโลนีถึงบริเวณขอบของ clear-zone ใน
การทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ (enzyme activity) จากหัวลูกศรด้านหน่ึงไปถึงหัวลูกศรอีก
ด้านหน่ึง 

การทดสอบคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  5% sheep blood 

agar และใช้ calibrated loop จุ่มลงใน broth culture เพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือและบ่มเพาะท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมงทดสอบ 2 ซ้ า  และบันทึกผลสามารถเจริญเติบโตบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar ได้หรือไม่และรูปแบบในการย่อยเม็ด เลือดแดง (hemolysis) 

(Madigan et al., 2000) 

จากน้ันน าข้อมูลจากผลการทดลองปริมาณและชนิดของเอนไซม์ท่ีเช้ือสามารถสร้างได้รวมถึง

ชนิดของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของการทดสอบคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงดังกล่าวใช้

ในการคัดเลือกเช้ือ C. indologenes   จ านวน 1 เช้ือท่ีมีความรุนแรงสูงท่ีสุดเพื่อน าไปใช้ในการศึกษา

การก่อโรคของเช้ือและจุลพยาธิวิทยาจากการได้รับเช้ือ C. indologenes  ในปลาทับทิมต่อไป 

3.4 การศ ึกษาการกอ่โรคและความรนุแรงของเช้ือ C. indologenes  ในปลาทับทิม  

โดยการหาค่า Median lethal dose (LD50)  ท่ีระยะเวลา 10 วันและรอยโรคท่ีเกิดจากการ

ติดเช้ือ C. indologenes  โดยมีข้ันตอนดังต่อไปน้ี  

3.4.1 การเตรียมเช้ือก่อนการทดสอบโดยน าเช้ือ  C. indologenes ท่ีคัด เลือกจากการทดสอบ

คุณลักษณะต่างๆท่ีเกี่ยวข้องกับการก่อความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes   ในห้องปฏิบัติการ

จ านวน 1 เช้ือจากน้ันน าเช้ือไอโซเลทดังกล่าวท า in vivo passage ในปลาทับทิมทดลองจ านวน 1 

รอบโดยการฉีดเช้ือเข้าทางช่องท้องปลาทับทิมทดลองและเก็บเช้ือ   C. indologenes จากตับ  ไต 

ม้าม ของปลาทับทิมท่ีตายจากการติดเช้ือ C. indologenes เพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA และบ่ม
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ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันน าโคโลนีของเช้ือ C. indologenes จ านวน 

1  โคโลนีเพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว TSB เพื่อเพิ่มจ านวนของเช้ือเพื่อหาความเข้มข้นของ

เช้ือในการท่ีทดสอบหาค่า  LD50   โดยการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัว โมง 

และ เจือจางความเข้มข้นของเช้ือด้วยวิธี ten fold dilution โดยเจือจางลงคร้ังละ  10  เท่า  แล้วจึง

ท าการเก็บเซลล์โดยการป่ันท่ี 2500 rpm เป็นเวลา 15 นาทีล้างเซลล์ด้วยน้ าเก ลือ  0.85 % แล้ว  2 

คร้ังเติมน้ าเกลือ 0.85 % ท่ีฆ่าเช้ือ แล้วผสมให้เข้ากันเป็นเน้ือเดียวกับเช้ือ  ก่อนน าไปวัดความขุ่น 

(optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ให้ได้ค่า OD  

=  1 เจือจางแบคทีเรียลงคร้ังละ 10 เท่าจนถึง 10-5 , 10-6 และ10-7 ดูดสารละลายเช้ือแต่ละความ

เข้มข้น  0.1 ml  หยดลงตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ TSA แล้วเกล่ียด้วยแท่งแก้วงอท่ีฆ่าเช้ือแล้ว ท้ิงให้

แห้ง ท าการทดสอบ 2 ซ้ าต่อความเข้มข้นและบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 

ช่ัวโมง และนับจ านวนโคโลนีและรายงานผลเป็น  colony forming unit (CFU/ml) โดยจ านวน

โคโลนีท่ีนับได้บนอาหารเล้ียงเช้ือต้องอยู่ระหว่าง 30 – 300  โคโลนีต่อหน่ึงจานเล้ียงเช้ือ  และนับ

โคโลนีท่ีข้ึนบน plate เพื่อหาค่าเฉล่ียท่ีใช้ในการทดสอบได้แก่  105 106 107    CFU /  ml จาก น้ัน

น าไปทดสอบความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes 

 3.4.2 การเตรียมปลาทับทิมทดลอง  โดยแบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 4 กลุ่มได้แก่ กลุ่มควบคุม และ

กลุ่มทดลองของเช้ือ C. indologenes  ท้ัง 3 ความเข้มข้นโดยแต่ละกลุ่มใช้ปลาทับทิมทดลอง 10 ตัว 

ท าการทดลองสองซ้ ารวมใช้ปลาทับทิมจ านวน 80 ตัว โดยปลาทับทิมท่ีใช้ในการทดลอง เป็นปลา

ทับทิมสุขภาพดีท่ีซื้อจากฟาร์มท่ีได้รับมาตรฐานจากกรมประมง เป็นลูกปลาขนาดประมาณน้ิวมือ

น้ าหนัก 20 - 25 กรัม น ามาเล้ียงก่อนท าการทดลองอย่างน้อย 1 สัปดาห์ก่อนการทดลองและเก็บ

ตัวอย่างปลา 10 เปอร์เซ็นต์เพื่อพิสูจน์หาเช้ือแบคทีเรียจากอวัยวะภายในก่อนท าการทดลอง เพื่อ

ยืนยันว่าปลาทับทิมท่ีน ามาใช้เป็นปลาท่ีปลอดเช้ือแบคทีเรียท่ีอวัยวะภายในโดยปลาทับทิมท้ังหมดถูก

จัดให้อยู่ในสภาพแวดล้อมเดียวกัน คือ  ตู้ขนาด 24 x 18 x 18  อุณหภูมิ เฉล่ีย 28 - 30 องศา

เซลเซียส ให้อาหารปลาส าเร็จรูป 3 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักตัวปลา วันละ 2 คร้ังและเปล่ียนถ่ายน้ าทุก

วัน สังเกตพฤติกรรมของปลาทับทิมทดลองวันละ 2 คร้ัง และควบคุมระดับออกซิเจนในน้ า 6 - 8 

มิลลิกรัมต่อลิตรโดยใช้หัวทรายให้อากาศตลอดเวลา ปลาท้ังหมดได้รับแสงธรรมชาติ   

3.4.3 การทดสอบความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือ  C. indologenes ในปลาทับทิม โดยแบ่งก ลุ่ม

การทดลองเป็น 4 กลุ่มก าหนดให้แต่ละกลุ่มได้รับสารละลายเช้ือ C. indologenes ในความเข้มข้นท่ี
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แตกต่างกันผสมสารละลาย PBS ปริมาตร 0.05  มิลลิลิตรและ stock solution culture ปริมาตร 

0.05 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันท่ีอุณหภูมิห้องรวม 0.1 มิลลิลิตร โดยกลุ่มท่ี 1 - 3 ได้รับเช้ือโดยการฉีด

สารละลายเช้ือท่ีมีความเข้มข้นดังต่อไปน้ี 105 106 107   CFU/ml  ตามล าดับ และ กลุ่มท่ี 4 เป็นกลุ่ม

ควบคุมฉีดสารละลาย PBS ท่ีปราศจากเช้ือเข้าทางช่องท้อง บริเวณกึ่งกลางระหว่างค รีบท้องและ

ปล่อยปลาทับทิมลงตู้ทดลอง ภายหลังจากการฉีดเช้ือ ท าการเล้ียงปลาเป็นระยะเวลา 10 วัน สังเกต

อาการและลักษณะรอยโรคท่ีเกิดข้ึนและบันทึกอัตราการตายสะสมเพื่อค านวณหาค่า LD50   หรือ ค่า

ความเข้มข้นของเช้ือท่ีก่อให้เกิดอัตราการตายในปลาทับทิมร้อยละห้าสิบในระยะเวลา  10 วันและ

ยืนยันการติดเช้ือของปลาทับทิมท่ีตายจากการได้รับเช้ือ  C. indologenes โดยการน าอวัยวะ ตับ 

ม้าม ไต จากปลาทับทิมท่ีตายเพาะแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA และพิสูจน์เช้ือด้วยคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีเพื่อยืนยันผลว่าปลาทับทิมตายจากเช้ือ C. indologenes จริงและวิเคราะห์ข้อมูลอัตราการ

ตายตามวิธีการของ Reed, Muench H (1938)   เพื่อหาค่า LD50 ในระยะเวลา 10 วันเมื่อส้ินสุดการ

ทดลองท าความสะอาดอุปกรณ์ท่ีสัมผัสเช้ือ C. indologenes โดยใช้น้ ายาฆ่าเช้ือ  chloroxylenol 

(WYK, 2008) ในการฆ่าเช้ือและอุปกรณ์ต่างๆก่อนท้ิง ส่วนปลาทดลองท่ีผ่าซากแล้วจะเก็บใส่

ถุงพลาสติกและน าส่งก าจัดซาก ท่ีภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

 

5.3 สร ุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาน้ีพบอุบัติการณ์ของเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยคิดเป็น
ร้อยละ 4 จากจ านวน 100 ตัวอย่างและสามารถประเมินความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes จาก
คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ในห้องปฏิบัติการรวมถึงการ
ทดลองความรุนแรงของเช้ือในปลาทับทิมสรุปได้ว่า C. indologenes สามารถก่อโรคในปลาทับทิมได้
โดยมีระยะเวลาตั้งแต่ปลาทับทิมได้รับเช้ือจนกระท่ังปรากฏอาการโดยเฉล่ียเป็นเวลา 3 - 4 วันและมี
ระยะเวลาตั้งแต่ปลาทับทิมได้รับเช้ือจนกระท่ังตายโดยเฉล่ียเป็นเวลา 6 วันและมีค่าเฉล่ีย LD50 ท่ี 10 
วันอยู่ท่ี 2.98 x 106 CFU/fish และเมื่อหลังจากปลาทับทิมได้ รับเช้ือพบอาการ ว่ายน้ าเฉ่ือยชา  
ความอยากอาหารลดน้อยลง  สูญเสียการทรงตัว โดยลักษณะรอยโรคภายนอกพบ ลักษณะ จุด
เลือดออกบริเวณล าตัว  ครีบเป่ือย ตกเลือด ท้องบวมมีการสะสมน้ าในช่องท้อง  และลักษณะรอยโรค
ภายใน เช่น ตับ ม้ามโตและพบจุดเลือดออกในอวัยวะภายในรวมถึงลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาพบ
ลักษณะ granuloma กระจายท่ัวไปในเน้ือเย่ือตับ ม้ามและไต 
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3.5  การศกึษาจุลพยาธิวิทยาในปลาทับทิมท่ีไดร้บัเช้ือ C. indologenes   

เก็บตัวอย่างจากปลาทับทิมท่ีตายหลังการได้รับเช้ือ C. indologenes  โดยเลือกเก็บปลาใกล้
ตายหรือตายไม่นานเกิน 30 นาทีน ามาผ่าซากและและบันทึกลักษณะรอยโรคจากอวัยวะภายในท่ีพบ
และเก็บตัวอย่างช้ินเน้ือเพื่อศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาโดยมีข้ันตอนในการเตรียมตัวอย่างเพื่อการศึกษา
ทางจุลพยาธิวิทยาดังน้ี 
        1. การเก็บตัวอย่างเน้ือเย่ือ  (specimen collection) จากปลาทับทิมท่ีตายจากการได้รับเช้ือ 
C. indologenes  ได้แก่  ตับ ไต ม้าม   โดยตัดช้ินเน้ือตัวอย่างด้วยมีดผ่าตัด ให้มีขนาดหนาไม่เกิน 
0.3 เซนติเมตรเพื่อให้สารละลายคงสภาพบัฟเฟอร์ฟอร์มาลินแทรกเข้าไปในเน้ือเย่ือได้อย่างท่ัวถึง 
 2. การตรึงเน้ือเย่ือ (fixation) โดยแช่ช้ินเน้ือตัวอย่างในสารละลายคงสภาพบัฟเฟอร์ฟอร์มาลิน
10 % เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงเพื่อรักษาสภาพเน้ือเย่ือให้ดีย่ิงข้ึน 

 3. การดึงน้ าออก (dehydration) เป็นวิธีการดึงน้ าออกจากเพื่อเตรียมตัวอย่างให้พร้อมท่ีจะให้ 
embedding media ซึมผ่านเข้าไปได้สารเคมีท่ีใช้ในการดึงน้ าออกเรียกว่า dehydrant ได้แก่ ethyl 
alcohol  ซึ่งมีคุณสมบัติดึงน้ าออกจากตวัอย่างได้อย่างรวดเร็วไม่ท าให้ช้ินเน้ือเปราะและไม่เป็นพิษต่อ
สุขภาพโดยแช่ตัวอย่างลงไปใน dehydrant 

 4. Clearing การน าสารเคมีใหม่เขามาแทนท่ี dehydrant และสารเคมี น้ีเป็นตัว ท่ียอมให้ 
embedding media แทรกซึมเข้าสู่เซลล์และเน้ือเย่ือได้ ตัวกลางน้ีเรียกว่า clearing agant ซึ่งได้แก่ 
xylene ซึ่งคุณสมบัติของ clearing agent  คือจะต้องเข้ากันได้กับ dehydrant และ embedding 
media โดยท าหน้าเป็นตัวเช่ือม clearing agent โดยจะไปดูดเอาแอลกอฮอล์ออกจากตัวอย่างก่อน 
เรียกว่า dealcoholization หลังจากน้ันจึงเอาตัวอย่างเข้าสู่ emdedding media เหตุท่ีต้องท าเช่นน้ี
เพราะ dehydrant ไม่สามารถเข้ากับ embedding media ได้  

 5. Infiltration เป็นการ remove เอา clearing agent ออกจากตัวอ ย่างแล้วแทนท่ีด้วย 
embedding media ซึ่ง embedding media เป็นสารท่ีจะช่วยน าให้เซลล์และเน้ือ เย่ือตลอดจน
โครงสร้างภายใจเซลล์เน้ือเย่ือคงรูป และแข็งพอท่ีจะตัดเป็นแผ่นบางๆ ได้  embedding media มัก
นิยมใช้ พาราฟิน ในรูปแบบของเหลว พาราฟินท่ีเทลงจะแทรกซึมเข้าไปในเซลล์และเน้ือเย่ือ  

 6. Embedding น าตัวอย่างท่ีได้ผ่านกระบวนการต่างๆมาแล้วข้างต้นมาฝังใน embedding 
media ท่ีเหลวและหล่อด้วยแม่พิมพ์ เมื่อท าให้อุณหภูมิของ embedding media ลดลงบล็อกท่ีได้จะ
มีความแข็งพอท่ีจะตัดเป็นแผ่นได้ด้วยเคร่ืองตัดช้ินเน้ือ microtome การ embed ตัวอย่างอาจจะท า
ได้โดยการหล่อแต่ละตัวอย่างหรือหลายๆตัวอย่างในแม่พิมพ์วิธีการ embed กระท าโดยเอาตัวอย่าง
ออกจาก embedding media ท่ีเหลววางตัวอย่างลงในแม่พิมพ์โดยวางด้านท่ีต้องการจะตัดอ ยู่
ด้านล่างและควรจะกดตัวอ ย่างให้ผิดหน้าแบนราบติดกับพื้นของแม่พิมพ์ เสร็จและหล่อด้วย 
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embedding media เหลวให้เต็มแม่พิมพ์ปล่อยให้เย็นลงเมื่อ  medium แข็งตัวจะได้บล็อก ท่ีมี
ตัวอย่างอยู่ตรงกลาง 

 7. การตัดช้ินเน้ือ (sectioning & attaching  tissue section) 

การตัดบล็อกช้ินเน้ือ paraffin section การเตรียมตัวอย่างเป็นแผ่นบางๆ โดยวิธี embed ตัวอย่าง
ในพาราฟินและตัดบล็อกพาราฟินด้วย microtome โดยมีข้ันตอนดังต่อไปน้ี 

 7.1  Trimming  คือ การตัดเอาพาราฟินท่ีอยู่รอบๆตัวอย่างท้ังส่ีด้านออก 

 7.2  Facing  คือ วิธีการน าพาราฟินบล็อกท่ีได้จากการ trim แล้วมาใส่ในช่องส าหรับยึด
ตัวอย่าง block holderและปรับหน้าตัดของบล็อกให้ด้านยาวขนานกับใบมีดของเคร่ือง microtome 
เมื่อปรับได้เหมาะสมดีแล้วจึงหมุนสกรูท่ี block holder เพื่อยึดบล็อกตัวอย่างให้แน่นพอ 

 7.3  Sectioning คือ การตัดบล็อกตัวอย่างด้วย microtome ก่อนจะตัดได้ต้องหมุนปุ่มปรับ
ความหนาของ section ให้ได้ตามต้องการโดยความหนาอยู่ประมาณ 4-6 ไมครอน 

 7.4  Picking up section คือการน าเอา section ท่ีตัดได้ไปวางไว้บนแผ่นกระจกสไลด์โดยมี
ข้ันตอนดังต่อไปน้ีลอย section บนผิวน้ าอุ่นในหม้อท่ีมีอณุหภูมิท่ี 45-50 องศาเซลเซียสโดยน้ าอุ่นจะ
ช่วยให้ section ขยายตัวออกได้เต็มท่ีถ้า section  ออกเป็นแผ่นๆเลือก เอาแผ่นท่ีดี ท่ีสุด โดยใช้
กระจกสไลด์จุ่มในน้ าอุ่นเล่ือนกระจกสไลด์ไปแตะติดกับแผ่น section โดยให้ด้านข้างของแผ่น 
section ติดกับผิวหน้าของกระจกสไลด์จากน้ันค่อยเล่ือนกระจกเอียงเป็นมุม 45 องศาข้ึนจากน้ าอุ่น
แผ่น section  จะเกาะติดกับกระจกสไลด์ข้ึนมาโดยการยึดติดกับกระจกให้แน่นสามารถท าได้โดยใส่ 
gelatin ผงลงไปน้ าอุ่นให้มีความเข้มข้นประมาณ 0.5 % สารละลาย gelatin จะช่วยให้section ติด
กับแผ่นกระจกสไลด์ได้ดีย่ิงข้ึน 

 7.5  Drying slide คือการให้ section ท่ีติดอยู่บนแผ่นสไลด์แห้งโดยปล่อยวางไว้ให้แห้งใน
บรรยากาศอุณหภูมิห้อง 

 8. การย้อม (staining) น าเน้ือเย่ือท่ีผ่านกระบวนข้ันต้นมาย้อมด้วยสีฮีมาทอกซิลีนและสีอีโอ
ซิน (hematoxylin and eosin หรือ H&E) โดยการขจัดพาราฟิน (Deparaffinization) ในไซลีน 2 
คร้ังคร้ังละ 5 นาทีจากน้ันน าสไลด์ไปไว้ในแอลกอฮอล์ในความเข้มข้นดังต่อ ไปน้ี 99.9% 95% 80%  
70% ตามล าดับ โดยใช้เวลา 5 นาทีในแต่ละความเข้มข้นและน าสไลด์มาแช่ในน้ าก ล่ันเป็นเวลา  5 
นาทีจากน้ันท าการย้อมด้วยสีฮีมาท็อกไซลิน 1 นาทีและท าการล้างสีส่วนท่ีเกินด้วยน้ าประปาท่ีไหล
ผ่านต ลอด และ ท าก ารป รับสภาพ เน้ือ เย่ือ ให้เ ป็นก ลาง  (Neutralization) ด้วยการแช่ใ น
เอทิลแอลกอฮอล์ในความเข้มข้นท่ี 70% เวลา 5 นาทีและย้อมสีซ้ าด้วยสีอิโอซิน (Counter stain) 
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เป็นเวลา 30 วินาทีแล้วท าการการขจัดน้ าออกจากเซลล์  (Dehydration) โดยจุ่มสไลด์ใน
เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้น 95%  และจุ่มสไลด์ในเอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้น 99.9% เป็นเวลา 5 นาที
จากน้ันขจัดแอลกอฮอล์และท าให้เน้ือเย่ือใส (Clearing) โดยจุ่มสไลด์ในบิวทานอล 2 ค ร้ังค ร้ังละ 5 
นาที และจุ่มสไลด์ในไซลีนอีก 2 คร้ังละ 5 นาทีปิดกระจกปิดสไลด์โดยใช้สารละลายเปอ ร์เมาต์ 
(Permount) 

   9. การอ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic examination & interpretation of 
tissue section) เพื่อศึกษาข้อมูลทางจุลพยาธิวิทยาของการได้ รับเช้ือ  C. indologenes  ในปลา
ทับทิมโดยอาศัยการเปรียบเทียบกับข้อมูลทางพยาธิวิทยาจากคู่มือ  Systemic pathology of fish 
(Ferguson et al.,2006)โ ด ยก า ร สั ง เ ก ต รอ ย โ รค ต่ า ง ๆ ทาง จุ ลพ ยา ธิ วิ ท ย า ไ ด้ แ ก่ 
melanomacrophage, granuloma รวมถึงรูปแบบการตายของเซลล์ 

 

3.6 วิเคราะห์ผลการทดลอง 

 การวิเคราะห์ข้อมูลการแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes จากปลาทับทิมป่วยด้วยอาการของ
การติดเช้ือในกระแสโลหิตด้วยสถิติเชิงพรรณนาและการวิเคราะห์ความรุนแรงของการติด เช้ือ  C. 
indologenes (LD 50) ในปลาทับทิมทดลองโดยใช้วิธีการ Reed & Muench (1938) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การเก็บตัวอยา่งอวัยวะจากปลาทับทิมป่วย 

           ตัวอย่างปลาทับทิมป่วยจาก 6 จังหวัดในภาคกลางและภาคตะวันออก ในประเทศไทย 
จ าแนกตามรูปแบบการเล้ียงสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มได้แก่ รูปแบบกระชังในบ่อดินจ านวน  30 
ตัวอย่าง, รูปแบบกระชังในแม่น้ าจ านวน  70  ตัวอย่างรวม 100 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 5) รวมถึงข้อมูล
ลักษณะทางกายภาพภายนอกของตัวอย่าง ครีบเป่ือย จุดเลือดออกบริเวณล าตัว  ตาโปน ท้องบวม 
(ภาพท่ี 4,5) และลักษณะทางกายภาพภายในเช่น ม้ามโต ตับโต จุดเลือดออกท่ีอวัยวะภายใน 
(ภาพท่ี 6) (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางที่ 5 แสดงการแบ่งกลุ่มตัวอย่างตามรูปแบบการเล้ียงของตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 
รูปแบบการเลี้ยง จ านวนฟาร์ม จ านวนตัวอย่าง 
กระชังในบ่อดิน 
กระชังในแม่น้ า 
รวม 

3 
3 
6 

30 
70 
100 

 
ตารางท่ี 6 แสดงการแบ่งกลุ่มตัวอย่างจากข้อมูลและลักษณะทางกายภาพภายนอกและภายในของ
ตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 100 ตัวอย่าง 
ข้อมูลและลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างปลาทับทิมป่วย          จ านวนตัวอย่าง 

ลักษณะทางกายภาพภายใน 
ม้ามโต       
ตับโต 
จุดเลือดออกท่ีอวัยวะภายใน 

ลักษณะทางกายภาพภายนอก 
ครีบเป่ือย 
จุดเลือดออกบริเวณล าตัว 
แผลหลุม 
ท้องบวม 

 
50 
70 
70 
 

80 
70 
60 
40 
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รูปที่ 4 แสดงรอยโรคภายนอกจากตัวอย่างของปลาทับทิมป่วย ได้แก่ ท้องบวม (วงกลม) ครีบเป่ือย
(ลูกศร) (ด้านซ้าย) จุดเลือดออกตามล าตัว (วงกลม)(ด้านขวา)  
 

      
 
รูปที่ 5 แสดงรอยโรคภายนอกจากตัวอย่างของปลาทับทิมป่วย ได้แก่ แผลหลุม (วงกลม) (ด้านซ้าย)  
ป้ืนเลือดออกตามล าตัว (ลูกศร) (ด้านขวา)       
 

 
 

รูปที่ 6 แสดงรอยโรคภายในจากตัวอย่างของปลาทับทิมป่วย ได้แก่ ตับโตและจุดเลือดออกบริเวณตับ 
(ลูกศร) (ด้านซ้าย)  ม้ามโต (ลูกศร) (ด้านขวา)            
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4.2 ผลการศกึษาการแยกวินจิฉัยเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 

            ผลการคัดเลือกเช้ือท่ีคาดว่าเป็นเช้ือ C. indologenes   ตามลักษณะดังน้ีโคโลนีมีขนาด
ประมาณ  2  มิลลิเมตร กลมนูน สีเหลือง ผิวหน้ามันวาว มีกล่ินคล้ายผลไม้ สามารถเจริญเติบโตบน
อาหารเล้ียงเช้ือ shieh agar ผสม tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Decostere 
et al., 1997) (ภาพท่ี 7) ท าการคัดเลือกโคโลนีดังกล่าวจ านวน 1 - 2  โคโลนีจากตัวอย่างปลาทับทิม
ป่วยเพื่อทดสอบคุณสมบัติของเช้ือได้  จากการศึกษาคร้ังน้ีพบจ านวนโคโลนีท่ีสงสัยท้ังหมด  36  เช้ือ
ในตัวอย่างจ านวน  100  ตัวอย่างน าไอโซเลทท่ีได้จ านวน  20  ไอโซเลททดสอบระบุคุณลักษณะเช้ือ 
C. indologenes   ข้ันต้นด้วยการทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ   TSA 
(ภาพท่ี 8) และสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar  (ภาพท่ี 9) ร่วมกับ
การทดสอบคุณสมบัติการสร้าง flexirubin โดยการทดสอบกับน้ ายา 20% KOH (ภาพ ท่ี 10) การ
ย้อมสีแกรม ดูลักษณะเซลล์ติดสีแดง แกรมลบ รูปร่างแท่ง ไม่สามารถสร้าง spore ได้   (ภาพ ท่ี 11)  
สามารถแยกไอโซเลทดังกล่าวท่ีคาดว่าเป็น C. indologenes   ได้จ านวน 20 เช้ือในตัวอย่างจ านวน 
36 เช้ือต่อจากน้ันน ามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ได้แก่ ความสามารถเคล่ือนท่ีได้ด้วยตัวเองให้ผล
ลบ  ความสามารถในการสร้างเอมไซม์ catalase และ cytochrome oxidase C  ให้ผลบวกและ
ทดสอบขบวนการออกซิเดช่ันและเฟอร์เมนเตช่ันของเช้ือต่อสารคาร์โบไฮเดรต โดยเช้ื อสามารถใช้
คาร์โบไฮเดรตได้ในภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน รวมถึงข้อมูลของคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
เช้ือ  C. indologenes  และการทดสอบคุณสมบัติการใช้น้ าตาลท้ัง 4 ชนิด คือ  arabinose  
mannose mannitol  maltose (ตารางท่ี 7) 

 

รูปท่ี 7 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ C. indologenes  บนอาหารเล้ียงเช้ือ shieh agar ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโอ ก าลังขยาย 250 เท่า 
 

2 mm 
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รูปท่ี 8 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ C. indologenes   บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
สเตอริโอ ก าลังขยาย 250 เท่า 

 

รูปท่ี 9 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ C. indologenes  บนอาหารเล้ียงเช้ือ 5 % sheep blood agar ด้วย
กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ ก าลังขยาย 250 เท่า 
 

 

2 mm 

2 mm 
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รูปท่ี 10 คุณสมบัติการสร้าง flexirubin ของเช้ือ C. indologenes ทดสอบกับน้ ายา 20% KOH โดย
ลักษณะของโคโลนีท่ีให้ผลบวกน้ันสีของโคโลนีจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีส้มถึงน้ าตาล 
 

 

รูปท่ี 11 สัณฐานวิทยาของเช้ือ C. indologenes  ด้วยการย้อมสีแกรม (ก าลังขยาย 1000 เท่า) 
 
 
 

2 µm 
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โดยจากข้อมูลในตารางสามารถสรุปได้ว่าไอโซเลท CU VET 2  CU VET 7  CU VET 8  CU VET 9  
CU VET 10  มีคุณสมบัติทางชีวเคมีคล้ายคลึงกับเช้ือ C. indologenes และผลการศึกษาการพิสูจน์
แยกเช้ือ C. indologenes ทางอณูชีววิทยาด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) และ
พิจารณาจากล าดับเบสของยีน 16s-rRNA   โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด universe primer เพื่อหาคุณสมบัติ
ทางอณูชีววิทยาท่ีมีความจ าเพาะต่อ  C. indologenes คือ  forward primer UN-20 5'AGA GTT 
TGA TC (AC) TGG CTC AG'3 ) และ   reverse primer  R1438 3'GCC CTA GTT ACC AGT TTT 
AC5' ) (Darwish and Ismaiel, 2005) โดย PCR product ขนาด 1325 คู่เบส (ภาพท่ี 12)   และ
เมื่อน า PCR product ท้ัง 5 เช้ือได้แก่ CU VET 2  CU VET 7  CU VET 8  CU VET 9  CU VET 
10  หาล าดับเบสพบว่า  PCR product มีล าดับเบสตรงกับ  C. indologenes   strain H2S10 16s 
ribosomal RNA gene, partial sequence และ C. indologenes    strain MUT2 16s 
ribosomal RNA gene, partial sequence (accession number EU221399.1 และ 
JN8314444.1 ตามล าดบั) ท่ี 99% จ านวน 4 เช้ือ ได้แก่ CU VET 2  CU VET 7  CU VET 8  CU 
VET 9  และ  ล าดับเบสตรงกับ Candidatus C. massilliae (accession number AF531766 และ 
FJ812379) ท่ี 99 % จ านวน 1 เช้ือ ได้แก่ CU VET 10 

        

รูปท่ี 12 แสดงภาพ PCR product ของเช้ือ C. indologenes      บน agarose gel 
electrophoresis ขนาดประมาณ 1325 bp โดยใช้ forward primer UN-20  และ  reverse 
primer  R1438 
ช่อง M  คือ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอขนาด 3000 คู่เบส 
ช่อง 1-5 คือ เช้ือ Chryseobacterium sp. CU VET 2 , CU VET 7, CU VET 8 , CU VET 9 ,  
CU VET 10  ตามล าดับจากตัวอย่างปลาทับทิมป่วย 
ช่อง C   คือ  Nuclease free water (กลุ่มควบคุมลบ) 

ช่อง M        1           2         3    4      5        C 
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         ดังน้ันจากผลการศึกษาการพิสูจน์แยกเช้ือ C. indologenes ด้วยคุณสมบัติทางฟีโนไทป์ของ
เช้ือด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือและทางจีโนไทป์ของเช้ือด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอ ลิเมอเรส 
(PCR) และพิจารณาจากล าดับเบสของยีน 16s-rRNA   จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยใน 6 จังหวัด ใน
ประเทศไทยสามารถแยกเช้ือ C. indologenes  ได้จ านวน 4 เช้ือได้แก่ CU VET 2  CU VET 7 CU 
VET 8  CU VET 9   
 
4.3  ผลการทดสอบคณุสมบตัใินการก่อความรนุแรงของเช้ือ C. indologenes     ท่ีแยกไดจ้าก
ตัวอย่างปลาทับทิมป่วยในห้องปฏิบตัิการ 

4.3.1 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (heamolytic activity) ของเช้ือบน
อาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar  ผลการทดลองเช้ือ C. indologenes  ท่ีแยกได้จาก
ตัวอย่างปลาทับทิมป่วยสามารถข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar และแสดงคุณสมบัติ
ในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ Gamma – hemolysin  แสดงถึงเช้ือ C. indologenes ไม่
สามารถสร้างสารพิษชนิด (hemolysin) เพื่อย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ดังน้ันเช้ือท่ีข้ึนจะไม่มีวงใส
รอบโคโลนี (non - hemolysis) (ภาพท่ี 14)  

4.3.2. ผลการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ (enzyme activity) ของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือใน
การทดลองคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ของเช้ือซึ่งมีผลต่อความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือ   ได้แก่ 
ทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ proteases บนอาหารเล้ียงเช้ือ starch agar เช้ือสามารถสร้าง
เอนไซม์  proteases เกิด clear-zone ใสข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ gelatin  agar รอบๆโคโลนีความ
กว้างตั้งแต่ 1 – 1.6 เซนติเมตร และการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ gelatinase บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ  gelatin  agar ซึ่งเช้ือ C. indologenes  สามารสร้างเอนไซม์  gelatinase  เกิด clear-
zone ใส่ข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ gelatin  agar รอบๆโคโลนีและความกว้างตั้งแต่ 0.7 – 1.1 
เซนติเมตร (ภาพท่ี 15) (ภาพท่ี 13) และการสร้างเอนไซม์ lipase  lecithinase (LV test) บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ egg yolk agar เช้ือสามารถสร้างเอนไซม์ lipase  lecithinase  เกิด zone ขุ่นข้ึนบน
อาหารเล้ียงเช้ือ egg yolk agar รอบๆโคโลนีของเช้ือให้บวก (ภาพท่ี 14) รวมถึงการทดสอบ
คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ fibrinolysin บนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar ผสม fibrinologen III 
ซึ่งเช้ือสามารถสร้างเอนไซม์ fibrinolysin เกิดวงใสๆรอบๆโคโลนีขนาดมากกวา่ 2 มิลลิเมตร (ตาราง
ท่ี 8) 
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ตารางท่ี 9  ผลการทดสอบคุณสมบัติในการก่อความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes  ท่ีแยกได้จาก
ตัวอย่างปลาทับทิมป่วยในห้องปฏิบัติการ 
 
 

C. indologenes      คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ คุณสมบัติในการ
ย่อยสลายเม็ดเลือด

แดง 
gelatinase proteinase lipase, lecitinase 

,fibrinolysin 
hemolysin 

CU VET 2 
CU VET 7 
CU VET 8 
CU VET 9 

0.8 
0.875 
1.075 
0.75 

1.15 
1.3 

1.575 
    1.025 

+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 

 
 

 

 

รูปท่ี 13 แสดงผลการศึกษาคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ gelatinase  (ด้านซ้าย)  proteinase 
(ด้านขวา)    โดยพบลักษณะ clear zone ของเช้ือ C. indologenes CU VET 8  
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รูปท่ี 14 แสดงผลการศึกษาคุณสมบัติ การสร้างเอนไซม์  lipase lecithinase ของเช้ือ  C. 
indologenes ให้ผลบวก (ด้านซ้าย) และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ด เลือดแดงของเช้ือสามารถ
เจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar แต่ไม่สามารถย่อยสลายเม็ด เลือดแดง 
(ด้านขวา)       
 

 

รูปท่ี 15 แผนภูมิแท่งแสดงการเปรียบเทียบผลการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ gelatinase 
และ proteinase  ของเช้ือ C. indologenes  ไอโซเลทต่างๆ 
 

 

0
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2
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เช้ือ C. indologenes ไอโซเลท  

เปรียบเทียบผลการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ 
 gelatinase  และ Proteinase 

Gelatinase

Proteinase
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4.4 ผลการศกึษาการก่อโรคและความรนุแรงของเช้ือ C. indologenes ในปลาทับทิมทดลอง 

         ผลการทดสอบโดยเร่ิมต้นตั้งแต่ยืนยันจ านวนเช้ือส าหรับทดสอบด้วยเทคนิคการเจือจางความ
เข้มข้นของเช้ือด้วยวิธี  ten fold dilution โดยเจือจางลงค ร้ังละ  10  เท่า  (ten-fold serial 
dilution ) ความเข้มข้นท่ีเลือกใช้ในการทดลองความรุนแรงน้ันได้แก่  1.4 x 108  2.4 x 107  2.9 x 
106 CFU/ ml หรือ 1.4 x 107  2.4 x 106  2.9 x 105 CFU/fish และฉีดเช้ือปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรต่อ
ปลาทับทิมหน่ึงตัวเข้าทางช่องท้องหลังจากน้ันบันทึกผลอัตราการตายของปลาทับทิมท่ีได้ รับเช้ือ ใน
ความเข้มข้นท่ีต่างกันเป็นระยะเวลา 10 วัน (ตารางท่ี 8) โดยระยะเวลาท่ีปลาทับทิมเร่ิมแสดงอัตรา
การตายหลังได้รับเช้ือ C. indologenes CU VET 8 ในระยะเวลา 10 วันในระดับความเข้มข้นท่ี 4 x 
107 CFU/fish ตั้งแต่วันท่ี 3 หลังได้การรับเช้ือและตายอย่างต่อเน่ืองและระดับความเข้มข้นท่ี 2.4 x 
106 CFU/fish ปลาทับทิมเร่ิมแสดงอัตราการตายในวันท่ี 4 ของการทดลองและตายอย่างต่อเน่ืองใน
ระดับความเข้มข้นท่ี 2.9 x 105 CFU/fish ไม่พบอัตราการตายของปลาทับทิมทดลองหลังได้รับเช้ือ C. 
indologenes CU VET 8 (ภาพท่ี 16) โดยอัตราการตายของปลาทับทิมในความเข้มข้นต่างๆ ดัง น้ี  
1.4 x 107 CFU/fish  อัตราการตายคิดเป็นร้อยละ 93.33 และ ความเข้มข้นท่ี 2.4 x 106 CFU/ fish  

อัตราการตายร้อยละ 46.66 และความเข้มข้นท่ี 2.9 x 105 CFU/fish  อัตราการตายร้อยละ 0  จาก
ข้อมูลดังกล่าวค่า  LD50  ท่ีระยะเวลา 10  วันของปลาทับทิมท่ีได้ รับ C. indologenes CU VET
เท่ากับ2.78 x 106  CFU/fish  (ภาพท่ี 17) 
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รูปท่ี 16 กราฟเส้นแสดงระยะเวลาในการเร่ิมแสดงอัตราการตายของปลาทับทิมหลังได้รับเช้ือ  

C. indologenes CU VET 8  

 

รูปท่ี 17 แผนภูมิแสดงอัตราการตายเฉล่ียของปลาทับทิมหลังได้รับเช้ือ C. indologenes  
CU VET 8  
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       อาการทางคลินิกของปลาทับทิมหลังการได้รับเช้ือ C. indologenes  CU VET 8  พบลักษณะ
อาการ ว่ายน้ าเฉ่ือยชา  ความอยากอาหารลดน้อยลง  สูญเสียการทรงตัว โดยมีรอยโรคภายนอก เช่น 
จุดเลือดออกบริเวณล าตัว  ครีบเป่ือย  ตกเลือด ท้องบวมมกีารสะสมน้ าในช่องท้อง  และลักษณะรอย
โรคภายใน เช่น ตับ ม้ามโตและพบจุดเลือดออกท่ีอวัยวะภายใน (ภาพท่ี 18) จากน้ันน าปลาทับทิมท่ี
ตายจากการได้รับเช้ือ C. indologenes  CU VET 8  ท าการศึกษาจุลพยาธิวิทยา   

 

 

รูปท่ี 18 แสดงลักษณะรอยโรคภายในและภายนอกจากปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ  
C. indologenes  CU VET 8   
(A) ปลาทับทิมปกติ ตับปกติ (ลูกศร)  
(B) รอยโรคภายนอกในปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ C. indologenes CU VET 8   ได้แก่ ครีบเป่ือย     
(วงกลม) จุดเลือดออกบริเวณล าตัว (วงกลม)   
(C) และรอยโรคภายใน เช่น ตับโตและจุดเลือดออกท่ีตับ (ลูกศร)  

 

 

B C 

A 
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ตารางท่ี 11 จ านวนปลาทับทิมท่ีพบรอยโรคภายนอกและภายในหลังจากได้รับเช้ือ  C. indologenes 
CU VET 8   

 

 

 

 

 

 

 

ลักษณะรอยโรคท่ีพบในปลาทับทิมทดลอง วันหลังการได้รับเช้ือ C. indologenes CUVET 8 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 
ผิวหนัง 

แผลหลุม - - - - - - - - 4 1 

ท้องบวม - - - - - - 2 6 3 2 

จุดเลือดออก - - - 2 - - - - - - 

หาง ป๋ืนเลือด - - - 1 - - - - - - 

ครีบเป่ือย - - - - - - 5 6 4 2 

 
ตับ 

ขยายขนาด - -  1 9 8 8 - - - 

คั่งเลือด - - - - 9 7 - - - 2 

จุดเลือดออก - - - 1 8 7 6 6 2 2 

 
ม้าม 

ขยายขนาด - - - 2 3 5 6 6 - - 

คั่งเลือด - - - - - - 5 4 4 2 

จุดเลือดออก - - - - - - 8 5 1 2 

 
ไต 

ขยายขนาด - - - - - - 2 4 5 - 

คั่งเลือด - - - - - - - - 1 - 

จุดเลือดออก - - - - - - - 3 - 1 

รวมจ านวนปลาท่ีตายจากการได้รับเช้ือ 0 0 0 3 9 9 8 6 5 2 
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4.5 ผลการศกึษาจลุพยาธิวิทยาในปลาทับทิมท่ีได้รบัเช้ือ  C. indologenes CU VET 8 
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รูปท่ี 19  จุลพยาธิวิทยาของเน้ือเย่ือตับปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ  C. indologenes CU VET 8   
A) เน้ือเย่ือตับของปลาทับทิมติดเช้ือ C. indologenes   (H & E) พบการเส่ือมและตายของ

เซลล์ตับอย่างรุนแรง เซลล์ตับบวม ขยายใหญ่ เรียงตัวไม่เป็นระเบียบ เห็นขอบเขตของเซลล์
ตับและ sinusoid ไม่ชัดเจน บางบริเวณเซลล์ตับมารวมตัวกันเป็นลักษณะสองนิวเคลียส bi-
nucleated cell หรือแบบ multinucleated giant cells (ลูกศร) และพบการเส่ือมของ
เซลล์ตับชนิดท่ีมีการสะสมไขมันภายในเซลล์มากกว่าปกติร่วมด้วย (ก าลังขยาย 4000 เท่า) 
 

B) ภาพขยายใหญ่ ของเซลล์ตับท่ีเข้ามารวมตัวกันแบบ multinucleated giant cells (หัว
ลูกศร) และพบ melano-macrophage (ลูกศร) เซลล์แมคโครฟาจชนิด ท่ีมี สีน้ าตาลเข้ม
ภายในไซโตพลาสม เพิ่มจ านวนมากในบริเวณท่ีเซลล์ตับตาย (ก าลังขยาย 4000 เท่า) 
 

C) ภาพแสดงการตายของเซลล์ตับท่ีมารวมกันคล้ายลักษณะ giant cells อย่างรุนแรง 
นิวเคลียสมีลักษณะแตกออกเป็นช้ิน (Karyorrhexis) (ลูกศร) และมีการแตกสลายของ
นิวเคลียส (Karyolysis) (ก าลังขยาย 4000 เท่า) 
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รูปท่ี 20 จุลพยาธิวิทยาของม้ามปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ  C. indologenes CU VET 8    
A)  ม้ามมีขนาดใหญ่พบการเพิ่มจ านวนของเซลล์แมคโครฟาจจ านวนมาก ไซ โตพลาสมมี      

ขนาดใหญ่ข้ึนชัดเจน พบเศษเซลล์ท่ีตายติดสีน้ าเงินเข้มภายในไซโตพลาสมของเซลล์แมคโคร
ฟาจ รวมท้ังมีการเพิ่มจ านวนและเพิ่มขนาดของ  melanomacrophage center ติด สี
น้ าตาลเข้ม (ลูกศร)(ก าลังขยาย 4000 เท่า) 
 

B) ภาพขยายใหญ่แสดงลักษณะของการอักเสบชนิด granuloma ของม้าม ประกอบด้วยเซลล์ 
macrophage ท่ีเก็บกินเช้ือ C. indologenes อยู่ภายในไซโตพลาสมจ านวนมากอยู่บริเวณ
ตรงกลางและล้อมรอบด้วยเซลล์อักเสบชนิด mononuclear lymphocytes (ก าลังขยาย 
4000 เท่า) 
 

C) ภาพขยายใหญ่แสดงลักษณะการอักเสบชนิด granuloma แบบกึ่งเร้ือรัง พบการเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ไฟโบรบลาส ล้อมรอบเน้ือตายบริเวณตรงกลาง แมคโครฟาจมีการเพิ่มจ านวนและ
ขยายขนาดมากข้ึน (ก าลังขยาย 4000 เท่า) 
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รูปท่ี 21 จุลพยาธิวิทยาของไตปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ  C. indologenes CU VET 8   
A) ภาพแสดงการเส่ือมและตายของเซลล์เย่ือบุท่อไตมีลักษณะบวมท่อไตมีลักษณะบิดเบ้ียวเห็น

ขอบเขตของท่อภายใน (lumen) ไม่ชัดเจนมีการแทรกของเซลล์อัก เสบชนิดไฟโบรบลาส 
(fibroblast) (ลูกศร) เข้ามาระหว่างเซลล์เย่ือบุท่อไตท่ีเส่ือมและตาย พบการเพิ่มการสร้าง
เซลล์เย่ือบุท่อไตข้ึนใหม่จ านวนมาก (regenerative tubules) (หัวลูกศร) และพบลักษณะ
ของการเส่ือมแบบมีแคลเซียมสะสมในบางท่อไตร่วมด้วย (ก าลังขยาย 4000 เท่า)   
 

B) บริเวณไตส่วนหน้า (head kidney) พบลักษณะการอักเสบแบบ granuloma (ลูกศร) เป็น
จ านวนมาก (ก าลังขยาย 1000 เท่า)  

 

C) ภาพแสดงการเส่ือมและตายของเซลล์ท่อไตแบบ hyaline degeneration ติดสีแดงจ านวน
มาก (ก าลังขยาย 4000 เท่า)   

 

 

 

 



 

 

บทที่ 5  
อธ ิปรายและสร ุปผลการทดลอง 

 5.1 การแยกและพิสูจนเ์ช้ือ C. indologenes 

  จากผลการศึกษาการแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยพบ
โคโลนีท่ีสงสัยท้ังหมด 36 เช้ือจากตัวอย่างจ านวน 100 ตัวอย่างบนอาหารเล้ียงเช้ือ shieh agar ผสม 
tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสามารถแยกเช้ือ ท่ีคาดว่าเป็นเช้ือ  C. 
indologenes ได้จ านวน 20 เช้ือจากตัวอย่างจ านวน 36 เช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA  โดยเช้ือ  C. 
indologenes สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ได้ดีกว่าอาหารเล้ียงเช้ือ  shieh agar 
ผสม tobramycin ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่อย่างไรก็ตามการใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 
TSA ในการแยกเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างสามารถพบการปนเป้ือนจากเช้ือชนิดอื่นๆได้ สูง 
ฉะน้ันการเติมยาปฏิชีวนะในอาหารเล้ียงเช้ือสามารถช่วยยับย้ังเช้ือแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ ซึ่ งสอดคล้อง
กับการศึกษาเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างน้ าทะเลและหอยโดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือ  TSA ผสม 
meropenem ในการแยกเช้ือ  (Bernardet et al., 2005; Maravic et al., 2013) นอกจาก น้ีผล
การศึกษาความไวรับต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ C. indologenes พบว่าเช้ือดื้อต่อ ยาปฏิชีวนะดังน้ี 
imipenem  piperacillin  meropenem (WYK, 2008) จึงสามารถน ายาปฏิชีวนะดัง น้ีผสมใน
อาหารเล้ียงเช้ือ  TSA เพื่อ ใช้เป็น selective media ในการพิ สูจน์แยกเช้ือ  C. indologenes 
นอกจากน้ีปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ืออื่นๆ อาทิเช่น อุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ในการบ่มเพาะก็มีความส าคัญ  ฉะน้ันจึงควรศึกษาข้ันตอนและวิธีการในการแยกเช้ือ  C. 
indologenes เพิ่มเติม  ส าหรับผลการศึกษาการพิ สูจน์เช้ือ  C. indologenes จากตัวอ ย่างปลา
ทับทิมป่วยด้วยคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีจากตัวอย่างเช้ือ Chryseobacterium sp.  จ านวน 
20 เช้ือพบว่าเป็นเช้ือ C. indologenes จ านวน 5 เช้ือท่ีผ่านการทดสอบคุณสมบัติทางชีว เคมีโดย
คุณสมบัติทางเคมีท่ีส าคัญท่ีใช้ในการแยกเช้ือ C. indologenes ออกจากเช้ือ  Chryseobacterium 
sp. อื่นๆ ได้แก่ การทดสอบคุณสมบัติการใช้น้ าตาลท้ัง  4 ชนิด คือ  arabinose  mannose  
mannitol  maltose พบว่าเช้ือ C. indologenes ท่ีได้จากการศึกษาในค ร้ังน้ีสามารถใช้น้ าตาล 
mannose  maltose แต่ไม่สามารถใช้น้ าตาล arabinose  mannitol ซึ่งสอดคล้องกับการรายงาน
ผลการศึกษาคุณสมบัติทางชีว เคมีของเช้ือ  C. indologenes ในมนุษย์ (de Beer et al., 2006 ; 
Zamora et al., 2012a) แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีอาจจะไม่ใช่วิธี ท่ีดี ท่ีสุด ใน
การพิสูจน์เช้ือ C. indologenes เน่ืองจากผลการศึกษาการทดสอบทางอณูชีววิทยาด้วย เทคนิค
ปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) และการหาล าดับเบสของยีน 16s rRNA พบเช้ือ  C. indologenes 
เพียง 4 เช้ือจากจ านวน 5 เช้ือท่ียืนยันว่าเป็นเช้ือ C. indologenes จากผลการทดสอบคุณสมบัติทาง
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กายภาพและชีวเคมีในข้ันต้น   มีล าดับเบสตรงกับเช้ือ  C. indologenes  (GenBank accession 
number EU221399.1 และ JN8314444.1) ท่ี 99% โดยท่ีเช้ือจ านวน 1 เช้ือมีล าดับเบสตรงกับ 
Candidatus C. massilliae (GenBank accession number AF531766 และ FJ812379) ท่ี 99 
% จากข้อมูลดังกล่าวสามารถสรุปได้ว่าการทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของเช้ือ  C. 
indologenes น้ันยังไม่สามารถน ามาใช้ในการแยกแยะเพื่อ ใช้ในการพิ สูจน์เช้ือ ได้ในระดับสปีชีส์ 
ดังน้ันหากต้องการพิสูจน์เช้ือในระดับสปีชีส์จึงควรใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา เช่น เทคนิคปฏิกิ ริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) และการหาล าดับเบส 16s rRNA  ซึ่ งผลการศึกษาน้ีสอดคล้องกับผล
การศึกษาก่อนหน้าน้ีท่ีรายงานการพิสูจน์แยกเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลา yellow perch 
ป่วยโดยผลการศึกษาคุณสมบัติ ชีว เคมีของเช้ือ  C. indologenes ด้วย API 20 NE พบเช้ือ  C. 
indologenes จ านวน 10 เช้ือจากจ านวน 15 เช้ือและผลการศึกษาเทคนิคปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(PCR) และการหาล าดับเบสของยีน 16s rRNA พบ 13 เช้ือมีล าดับเบสตรงกับเช้ือ  C. indologenes 
การศึกษาในคร้ังน้ีประกอบกับผลการศึกษาจากรายงานอื่นๆจึงพอสรุปได้ว่าการทดสอบคุณสมบัติทาง
กายภาพและชีวเคมีมีอ านาจในการพิสูจน์เช้ือ  C. indologenes น้อยกว่าวิธีการทางอณูชีววิทยา 
ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากความหลากหลายของสปีชีส์ของ Chryseobacterium sp. 
 

5.2 การกอ่โรคและความรนุแรงของเช้ือ C. indologenes 

5.2.1  การทดสอบปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับความรุนแรงของเช้ือ  C. indologenes ในห้องปฏิบัติการ
การศึกษาการก่อโรคและความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยด้วย
คุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงพบว่าให้ผลลบในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเล้ียงเช้ือ
5% sheep blood agar และผลการทดสอบคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ของเช้ือสามารถสร้าง
เอนไซม์ gelatinase  proteinase  Iipase  lecitinase  fibrinolysin  นอกจากน้ีผลการทดสอบ
คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ชนิด gelatinase  proteinase สามารถสร้างเอนไซม์ในแต่ละเช้ือ ใน
ปริมาณท่ีแตกต่างกันในปริมาณเช้ือท่ีเท่ากัน ซึ่งจากผลการศึกษาดังกล่าวมีความสอดคล้องกันการ
รายงานก่อนหน้าน้ีรายงานความรุนแรงของเช้ือ  Chryseobacterium sp. จ านวน 14 สปีชีส์จาก
คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ chondroitnase  coagulase  dnase  elastase  hyaluronidase 
gelatinase  protenase, Iipase  lectinase   fibronolysin พบเช้ือ C. indologenes ท่ีแยกได้
จากหลอดลมของผู้ป่วยสามารถสร้างเอนไซม์ gelatinase  proteinase  Iipase  lec itinase  
fibrinolysin  จากตัวอ ย่างเช้ือ  Chryseobacterium sp. จ านวน 14 สปีชีส์แต่ผลการศึกษา
คุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ C. indologenes จากหลอดลมของผู้ป่วยด้วยอาหาร
เล้ียงเช้ือ 5% sheep blood agar ไม่สอดคล้องกับผลการศึกษาน้ีเน่ืองจากเช้ือสามารถย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงให้ผลบวก และให้ผลลบบนอาหารเล้ียงเช้ือ 5% horse blood อีกด้วย  ฉะน้ันคุณสมบัติใน
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ Chryseobacterium sp. จึงจัดเป็นปัจจัยในการก่อความรุนแรงของ
เช้ือ  C. indologenes ในมนุษย์แต่จากผลการศึกษาความรุนแรงในการก่อ โรคของเช้ือ  C. 
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indologenes ในปลาทับทิมไม่พบว่าเช้ือมีคุณสมบัติในการย่อยสลายเม็ด เลือดแดงแต่สามารถก่อ
ความรุนแรงได้ในปลาทับทิม จึงอาจอนุมานได้ว่าคุณสมบัติในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงไม่มีความ
เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของเช้ือ  C. indologenes ในปลาทับทิมหรือเช้ืออาจจะมีคุณสมบัติในการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของปลาซึ่งประเด็นน้ียังไม่มีการท าการศึกษา ฉะน้ันควรมีการศึกษาเพิ่ม เติม
ความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือเพื่อเพิ่มความจ าเพาะในการย่อยสลายเม็ด เลือดแดงของเช้ือ  C. 
indologenes ในปลาทับทิม 
5.2.2  การศึกษาความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes ในปลาทับทิมผลการศึกษาพบว่ากลุ่มท่ีได้รับ
เช้ือ C. indologenes CU VET 8  โดยการฉีดเช้ือเข้าช่องท้องในความเข้มข้นต่างๆ  คือ  1.4 x 107  
2.4 x 106  2.9 x 105 CFU/fish พบอัตราการตายของปลาทับทิมตลอดระยะเวลา 10 วันแตกต่างกัน
ข้ึนอยู่กับความเข้มข้นของเช้ือ C. indologenes CU VET 8  โดยการอัตราการตายเร่ิมจากวันท่ี 3 
ของการทดลองและเกิดการตายใกล้เคียง 100% หรือประมาณ 93.33 % ในวันท่ี 10 หลังจากการ
ได้รับเช้ือท่ีความเข้มข้น 1.4 x 107 CFU/fish และมีค่า LD50 ท่ี 10 วัน เท่ากับ 2.98 x 106 CFU/fish 
นอกจากน้ีการศึกษาความรุนแรงของการก่อโรคของเช้ือ C. indologenes ในสัตว์น้ าชนิดต่างๆ  น้ัน 
อาทิเช่น ผลการศึกษาความเข้มข้นของเช้ือ C. indologenes ในปลา yellow perch ท่ี  6 x 107- 3 
x 108 CFU/fish พบอัตราการตายท่ี 21 วันหลังการฉีดเช้ือพบปลาบางส่วนยังคงมีชีวิต โดยรายงาน
ความรุนแรงของเช้ือ  C. indologenes จากค่า LD50 ท่ี 21 วันเท่ากับ 1.5 x 108 CFU/ fish  
(Pridgeon et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามค่า LD50 ของเช้ือ C. indologenes ท่ีได้จากการศึกษาคร้ัง
น้ีไม่สามารถเปรียบเทียบความรุนแรงกับการทดสอบอื่นๆท่ีเคยมีการรายงานเน่ืองจากปัจจัยต่างๆใน
การทดลองท่ีแตกต่างกัน อาทิเช่น ระยะเวลาในการทดลอง  ช่องทางท่ีปลาได้รับเช้ือ รวมถึงเช้ือในแต่
ละพื้นท่ีมีความรุนแรงมากน้อยต่าง ย่ิงไปกว่าน้ันพบการศึกษาความรุนแรงในการก่อ โรคขอ ง C. 
indologenes ในกบนาซึ่งแสดงอาการทางประสาทและตาขุ่นขาวในประเทศไทยโดยการป้อนเช้ือ
ทางช่องปากในกบท่ีความเข้มข้น 2.02 x 108 2.02 x 107 2.02 x 106 2.02 x 105 CFU/ตัว  ผล
การศึกษาดังกล่าวรายงานไม่พบอัตราการตายของกบ 3 เดือนหลังการได้รับเช้ือ (ชาญณรงค์ รอดค า, 
2554) จากผลการการศึกษาดังกล่าวแสดงถึงความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือ C. indologenes ใน
สัตว์น้ าแต่ละชนิดมีความรุนแรงท่ีแตกต่างกันข้ึนอยู่กับชนิดและช่วงอายุของโฮสต์ รวมถึงการรายงาน
การศึกษาลักษณะอาการทางคลินิกของปลาทับทิมหลังการได้รับเช้ือ  C. indologenes พบลักษณะ
อาการ ว่ายน้ าเฉ่ือยชา  ความอยากอาหารลดน้อยลง  สูญเสียการทรงตัว  ท้ังน้ี ลักษณะรอยโรค
ภายนอก เช่นลักษณะจุดเลือดออกบริเวณล าตัว  ครีบเป่ือย  ตกเลือด ท้องบวมมีการสะสมน้ าในช่อง
ท้องและลักษณะรอยโรคภายใน เช่น ตับ ม้ามโตและพบจุดเลือดออกในอวัยวะภายในพบรอยโรค
ภายนอก  ตับโตและพบจุดเลือดออกท่ีตบั  ม้ามโต ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับรอยโรคท่ีพบในปลาทับทิม
ท่ีติดเช้ือแบคทีเรียกลุ่มท่ีก่อโรคฮีโมราจิก เซปซิคซีเมีย (Haemorrhagic septicemia) อาทิเช่น  เช้ือ
Aeromonas hydrophila  Edwardsiella tarda Pseudomonas septicemia  Vibrio sp. 
อย่างไรก็ตามสามารถสรุปได้จากผลการทดลองน้ีว่าเช้ือ C. indologenes สามารถก่อ โรคได้ในปลา
ทับทิม (Conroy.G and Conroy.D, 2008) เป็นต้น นอกจากน้ีปลาทับทิมท่ีตายจากการได้รับเช้ือ C. 
indologenes CU VET 8  ท าการการยีนยันด้วยการแยกเช้ือจากอวัยวะภายในของปลาทับทิมและ
เพาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA  และยีนยันด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมี  ซึ่งอาจจะมีความแม่นย าใน
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การยีนยันน้อยโดยอ้างอิงจากผลการศึกษาการแยกวินิจฉัยเช้ือ C. indologenes  ฉะน้ันควรท าการ
ยีนยันเพิ่มเติมเพื่อเพิ่มความแม่นย าในการยืนยันเช้ือ C. indologenes   ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา เช่น 
PCR และการหาล าดับเบส เป็นต้น 
5.2.3  ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของปลาทับทิมท่ีได้รับเช้ือ  C. indologenes น้ันยังไม่ เคยมี
การศึกษาในประเทศไทยและท่ัวโลกการศึกษาน้ีจัดเป็นการรายงานผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา
ของปลาทับทิมท่ีได้ รับเช้ือ  C. indologenes รายงานแรก โดยพบลักษณะการอัก เสบชนิด 
granuloma กระจายท่ัวไปในเน้ือเย่ือตับ ม้าม และไต เน้ือเย่ือตับมีการตอบสนองต่อการติดเช้ืออย่าง
รุนแรงโดยพบลักษณะเซลล์ตับตายและรวมตัวกันเป็นลักษณะสองนิวเคลียสหรือ  multi - 
nucleated giant cells ซึ่งลักษณะรอยโรคดังกล่าวสามารถพบได้ในปลาทับทิมท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย
ก่อโรคอื่นๆในปลาทับทิม เช่น  จากการศึกษาจุลพยาธิวิทยาจากการได้ รับเช้ือ  Streptococcus 
agalactiae ในปลาทับทิมพบลักษณะ melano-macrophage center (MMC) ท่ีอวัยวะตับและ
ม้ามและเกิดการเลือดคั่งบริเวณเส้นเลือดภายในอวัยวะม้ามและไตและ macrophage แพร่กระจาย
มากบริเวณตับ  (Suanyuk Naraid, 2010) นอกจากน้ีจากการศึกษาจุลพยาธิวิทยาจากการได้รับเช้ือ 
Francisella asiatica ในปลาทับทิมพบลักษณะ ไตและม้ามขยายตัวและพบลักษณะของการอักเสบ
แบบ granuloma นอกจากน้ียังสามารถพบ macrophage ในบริเวณท่ีเกิดม้ามอักเสบ  (Jeffery et 
al., 2010) ซึ่งลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกับจุลพยาธิวิทยาของการได้รับเช้ือ 
C. indologenes ในการศึกษาในคร้ังน้ีซึ่งบ่งบอกถึงความสามารถในการก่อโรคของเช้ือชนิดน้ีในปลา
ทับทิมแต่เน่ืองจากยังไม่มีรายงานการศึกษาจุลพยาธิวิทยาในปลาทับทิมหรือปลาชนิดอื่น จึงไม่
สามารถศึกษาเปรียบเทียบรอยโรค หรือความรุนแรงในการก่อโรคได้  จากผลการศึกษาน้ีสามารถพบ
เช้ือในกลุ่ม Chryseobacterium sp. และ Flavobacterium sp. เจริญเติบโตบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
shieh agar จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วย ซึ่งการพบเช้ืออื่นๆร่วมในฟาร์มท่ีมีปลาทับทิมป่วยอาจจะ
เป็นสาเหตุร่วมส่วนหน่ึงท่ีท าให้ปลาทับทิมแสดงอาการป่วยรุนแรงมาก ข้ึน  เช่น การศึกษาความ
รุนแรงของการติดเช้ือ C. piscicola ร่วมกับ F. psychrophilum ในความเข้มข้นต่ า  2.5 x 106 
CFU/fish สามารถก่อให้เกิดอัตราการตายสูงถึง 100% ในปลาแซลมอน (Ilardi et al., 2009) ย่ิงไป
กว่าน้ันในปี 2013  ซึ่งเป็นช่วงเวลาเดียวกันกับท่ีมีการเก็บตัวอย่างปลาทับทิมเพื่อมาศึกษาน้ี ได้มี
รายงานการพบเช้ือ Flavobacterium columnare จากตัวอย่างท่ีเก็บได้จากการระบาดของโรคใน
ฟาร์มปลาทับทิมในประเทศไทยด้วย (Dong et al., 2014) ซึ่งจากการศึกษาการติด เช้ือ ร่วมต่างๆ
ดังกล่าวแสดงให้ถึงความรุนแรงท่ีมากข้ึนของการติดเช้ือร่วมจึงควรมีการศึกษาทดลองตอ่ไปในอนาคต
เพื่อศึกษาการติดเช้ือร่วมของ C. indologenes กับเช้ืออื่นๆ เช่น F. columnare ว่าการติด เช้ือ
ดั ง ก ล่ า ว ส า ม า ร ถ เพิ่ ม ค ว า ม รุ น แ ร ง อั ต ร า ก า ร ต าย ใ น ปล า ทั บ ทิ ม ไ ด้ ห รื อ ไ ม่ 
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5.3 สร ุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาน้ีพบอุบัติการณ์ของเช้ือ C. indologenes จากตัวอย่างปลาทับทิมป่วยคิดเป็นร้อยละ 4 
จากจ านวน 100 ตัวอย่างและสามารถประเมินความรุนแรงของเช้ือ C. indologenes จากคุณสมบัติ
การสร้างเอนไซม์และคุณสมบัติการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ในห้องปฏิบัติการรวมถึงการทดลอง
ความรุนแรงของเช้ือในปลาทับทิมสรุปได้ว่า C. indologenes สามารถก่อโรคในปลาทับทิมได้โดยมี
ระยะเวลาตั้งแต่ปลาทับทิมได้รับเช้ือจนกระท่ังปรากฏอาการโดยเฉ ล่ียเป็นเวลา 3 - 4 วันและมี
ระยะเวลาตั้งแต่ปลาทับทิมได้รับเช้ือจนกระท่ังตายโดยเฉล่ียเป็นเวลา 6 วันและมีค่าเฉล่ีย LD50 ท่ี 10 
วันอยู่ท่ี 2.98 x 106 CFU/fish และเมื่อหลังจากปลาทับทิมได้ รับเช้ือพบอาการ ว่ายน้ าเฉ่ือยชา  
ความอยากอาหารลดน้อยลง  สูญเสียการทรงตัว โดยลักษณะรอยโรคภายนอกพบ ลักษณะ จุด
เลือดออกบริเวณล าตัว  ครีบเป่ือย ตกเลือด ท้องบวมมีการสะสมน้ าในช่องท้อง  และลักษณะรอยโรค
ภายใน เช่น ตับ ม้ามโตและพบจุดเลือดออกในอวัยวะภายในรวมถึงลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาพบ
ลักษณะ granuloma กระจายท่ัวไปในเน้ือเย่ือตับ ม้ามและไต 
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1) Shieh agar 

Yeast extract 0.5 กรัม 

Peptone   5       กรัม 

Sodium acetate    10  มิลลิกรัม 

BaCL2.H2O  10  มิลลิกรัม 

K2HPO4  0.1  กรัม 

KH2PO4  50  มิลลิกรัม 

MgSO4.7H2O  0.3  กรัม 

CaCl2.2H2O  6.7 มิลลิกรัม 

FeSO4.7H2O  1.0 มิลลิกรัม 

NaHCO3  50 มิลลิกรัม 

Distilled water  1000 มิลลิลิตร 

Agar  15  กรัม 
 

2) Trypticase  soy agar 

Trypticase 15   กรัม 
Phytone   5   กรัม 
Sodium chloride  5   กรัม 
 Agar  15   กรัม 
 Distilled water  1000  มิลลิลิตร 
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3) Trypticase  soy broth 

Trypticase  17  กรัม 
Phytone   3   กรัม 
Sodium chloride  5  กรัม 
Dipotasium phosphate  2.5   กรัม 
Glucose   2.5  กรัม 
Distilled water  1000   มิลลิลิตร 
 

4) Blood agar 

Beef  extract agar  1000   มิลลิลิตร 
Defibrinated blood (sheep)  200  มิลลิลิตร 
 

5) LV agar (egg yolk agar) 

Lecithovitellin solution 100   มิลลิลิตร 
Meat extract agar  900  มิลลิลิตร 
 

6) Fibrinolysin 

Nutrient agar  100 มิลลิลิตร 
Fibrinologen III  280  มิลลิกรัม 
 

7) Starch agar 

Potato starch    10  กรัม 
Distilled water  50  มิลลิลิตร 
Meat extract agar  1000  มิลลิลิตร 
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8) Gelatin  agar 

Gelatin  4  กรัม 
Distilled water  50  มิลลิลิตร 
Beef extract agar  1000   มิลลิลิตร 
 

9) 0.85% normal saline 

Sodium chloride  0.85 กรัม 
Distilled water   1   ลิตร 
 
 

10) 70% glycerol 

Glycerol   35 มิลลิลิตร 
Distilled water   20   มิลลิลิตร 
 

11) Broth sugar 

Peptone   10 กรัม 
Beef extract  3  กรัม 
Sodium chloride  5  กรัม 
Distilled water  100 มิลลิลิตร 
Bromthymol blue   0.2  มิลลิลิตร 
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12) Citrate utilization medium 

Sodium citrate  3  กรัม 
Glucose  0.2 กรัม 
Yeast  extract  0.5  กรัม 
Cysteine hydrochloride  0.1  กรัม 
Ferric ammonium citrate  0.4  กรัม 
KH2PO4   1  กรัม 
NaCl  5  กรัม 
Na2S2O3  0.08  กรัม 
Agar   20  กรัม 
Distilled water  1000  มิลลิลิตร 
Phenol red ,0.2 % solution   6  มิลลิลิตร 
 

13) Indole  broth 

Peptone  10 กรัม 
NaCl  5  กรัม 
Disstilled water  1000  มิลลิลิตร 
 

14) Macconkey agar 

Peptone  17  กรัม 
Proteose peptone 3  กรัม 
Bile salt 1.5 กรัม 
Sodium chloride 5  กรัม 
Distilled water  1000  มิลลิลิตร 
Lactose  10 กรัม 
Agar  13.5 กรัม 
Neutral red 0.03 กรัม 
Cystal violet  0.001 กรัม  
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15) Motility test media 

Beef extract  3  กรัม 
Gelysate peptone  10 กรัม 
Sodium chloride  5 กรัม 
Agar  4 กรัม 
Distilled water  1000 กรัม 
 

16) Nitrate broth 

KNo3  1  กรัม 
Meat extract broth  1000  มิลลิลิตร 
 
 

17) Urea medium 

KH2PO4   9.1  กรัม 
Na2HPO4  9.5 กรัม 
Yeast extract   0.1 กรัม 
Urea  20 กรัม 
Phenol red, 0.2%aq.sol.   5 มิลลิลิตร 
Distilled water  1000 มิลลิลิตร 

18) Peptone solution diluents (PDS) 

Peptone  1 กรัม 
Sodium chloride  8.5 กรัม 
Distilled water  1  ลิตร 
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