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Abstract

โรคเรืองแสงทำใหเกิดความเสียหายตอระบบโรงเพาะฟกกุงกามกรามมาโดยตลอด ผลการวิจัยพบวาเชื้อที่เกี่ยวของกับการ
เกดิโรคนี ้คอื เชือ้แบคทเีรยีแกรมลบในสกลุ Vibrio มี 3 ชนิด คือ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. mimicus โดยชนิดที่
พบมากที่สุดคือ V. cholerae ในการเก็บตัวอยางพบเชื้อแบคทีเรียแกรมลบชนิดอื่นรวมอยู เชน Aeromonas hydrophila เปนตน
ในการศึกษา Homogeneity โดยการทำ DNA-DNA hybridization พบวาเชื้อ Vibrio แตละชนิดมีความแปรปรวนในสายพันธุคอนขาง
มาก จากการศึกษาเกี่ยวกับการเจริญของเชื้อ Vibrio ทัง้ 3 ชนดิทีแ่ยกไดจากกงุกามกรามพบวาเชือ้สามารถเจรญิไดทีอ่ณุหภมู ิ25-35
องศาเซลเซียส ความเค็ม 10-30 สวนในพันสวน ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0-9.0 และสามารถเจริญไดดีในสภาพที่มีแอมโมเนีย
สูงถึง 2 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อพบวาเชื้อ Vibrio ทุกสายพันธุไวตอยา chloramphenicol และ
streptomycin และทนตอยา oxytetracycline ซึ่งเปนที่นิยมใชในโรงเพาะฟกเพื่อการควบคุมโรคเรืองแสง สำหรับความสามารถในการ
กอโรคของเชื้อในลูกกุงกามกรามและแมพันธุนั้น พบวาเชื้อ V. cholerae มีความรุนแรงสูงกวาชนิดอื่นทั้งในลูกกุงและแมพันธุ
อยางไรกต็ามเชือ้ทีท่ำการทดสอบทัง้ 4 ชนดิ สามารถทำใหเกดิการตายในลกูกงุและแมพนัธใุนระดบัตางๆ

Luminescent vibriosis has continuously interrupted the hatchery systems of giant freshwater prawn. From this study
we found that most isolates belonged to 3 species of the genus Vibrio, a rod-shaped gram negative bacterial group, i.e.
V. cholerae, V. parahaemolyticus and V. mimicus. V. cholerae were isolated dominantly from diseased shrimp. Another gram
negative bacteria, Aeromonas hydrophila, was occasionally found contaminating shrimp specimens. In a study of homogeneity
by DNA-DNA hybridization, results showed large variations both within the same species and among the different species.
Considering growth conditions, the 3 Vibrio species showed good growth with temperature range of 25-35oC, salinity 10-30
ppt, pH 5.0-9.0, and even with 2 mg/l NH3 dissolved. From susceptibility test, all Vibrio isolates were susceptible to
chloramphenicol and streptomycin, but had intermediate resistance to oxytetracycline, an antibiotic commonly recommended for
control of Luminescent disease in giant freshwater prawn hatcheries. In pathogenicity tests on juvenile and female brood stock,
V. cholerae revealed clear high virulence compared to the others by causing high mortality both in juvenile and female brood
stock. However, the 4 tested isolates affected mortalities of juvenile and female brood stock at various degrees.

คำสำคญั:  กงุกามกราม เชือ้ Vibrios โรคเรอืงแสง โรงเพาะฟก
Keywords:  giant freshwater prawn, hatchery, Luminescent vibriosis, vibrios
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บทนำ
กุงกามกราม (giant freshwater prawn,

Macrobrachium rosenbergii de Mann) เปนกงุน้ำจดื
ขนาดใหญทีม่คีณุคาทางเศรษฐกจิของไทย กงุกามกราม
พบแพรกระจายทั่วไปในแหลงน้ำจืดที่มีทางติดตอกับ
ทะเลเนื่องจากมีวงจรชีวิตในชวงฤดูวางไขและระยะ
ตวัออนอยใูนน้ำกรอย จากนัน้จงึอพยพยายถิน่ไปเจรญิ
เตบิโตเปนตวัเตม็วยัในแหลงน้ำจดื (Ismael and New,
2000) การเลีย้งกงุกามกรามมแีหลงใหญอยพูืน้ทีใ่นเขต
ภาคกลาง คอื จงัหวดัสพุรรณบรุ ีนครปฐม ฉะเชงิเทรา
ปทมุธาน ีพระนครศรอียธุยา และราชบรุ ีนอกจากนัน้
ในเขตภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืในพืน้ทีจ่งัหวดักาฬสนิธุ
พื้นที่เลี้ยงกุงกามกรามมีประมาณ 40,000 ไร ซึ่งให
ผลผลติมลูคาถงึ 1,117.6 ลานบาท (กองเศรษฐกจิการ
ประมง, 2542) แมกงุกามกรามจะเปนทีน่ยิมของตลาด
ในประเทศเปนอยางมาก แตการศกึษาเกีย่วกบักงุชนดิ
นีม้นีอยมาก ปจจบุนัการเพาะฟกกงุกามกรามนัน้ประสบ
ปญหาหลายประการ ไมวาจะเปนปญหาแมพนัธมุขีนาด
เล็ก เนื่องจากมีการเจริญพันธุเร็ว หรือปญหาทางดาน
โรคทำใหผลผลติลกูกงุทีไ่ดไมแนนอน โรคหนึง่ทีม่คีวาม
สำคญัและทำใหลกูกงุในโรงเพาะฟกตายเปนอนัมาก คอื
โรคเรอืงแสง (Luminescent disease) หรอืชือ่ทีร่จูกักนั
ในหมเูกษตรกรคอื โรคดาวเรอืง หรอืโรคเพชรพลอย ซึง่
มสีาเหตจุากเชือ้แบคทเีรยี (ลลิา และคณะ, 2540)

โรคเรอืงแสงนีม้รีายงานในโรงเพาะฟกกงุทะเล
เชนกัน สวนใหญเกิดจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบชนิด
Vibrio harveyi (ชลอ, 2543; Jayabalan and
Pillai,1994) แตกม็รีายงานวามเีชือ้แบคทเีรยีชนดิอืน่ๆ
ที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคเรืองแสง เชน แบคทีเรียใน
สกุล Photobacterium (ลิลา และคณะ, 2540),
แบคทีเรียสกุล Vibrio ชนิด V. fischeri (Stevens
et al., 1994) และ V. splendidus (Baticados et al.,
1990) เปนตน สำหรบัในกงุกามกรามนัน้ จริาพรและ
คณะ (2530) รายงานวา สามารถแยกเชือ้ V. harveyi
จากลูกกุงที่เปนโรคเรืองแสงในโรงเพาะฟกและโรคนี้
มักทำใหเกิดการตายในลูกกุงกอนคว่ำ

การแพรกระจายของโรคเรอืงแสงมรีายงานทัง้
ในโรงเพาะฟกกุงกามกรามและกุงทะเลในเขตรอนของ
ทวีปเอเชีย และออสเตรเลีย (Vattanaviboon et al.,
2003) ประเทศอินโดนีเซีย ประเทศไทย (Lin and
Nash, 1996) และมรีายงานในบราซลิ (Johnson and
Bueno, 2000) ลลิา และคณะ (2540) รายงานวาที่
ผานมาเกษตรกรผูเลี้ยงกุงไดรับความเสียหายจากโรค
เรอืงแสงเปนอยางมาก เกษตรกรทีป่ระสบปญหานีม้กัใช
ยาปฏิชีวนะในการรักษา แตบางครั้งก็ใหผลไมแนนอน
เนือ่งจากการดือ้ยาของเชือ้ หรอืบางครัง้วธิกีารรกัษาไม
ถูกตองเนื่องจากการขาดความรูความเขาใจเกี่ยวกับ
สาเหตขุองโรคทีเ่กดิขึน้ ลกูกงุจะมอีตัราการตดิเชือ้และ
การตายสงูในระยะเวลาอนัสัน้ ขอมลูเก่ียวกบัเชือ้ทีเ่ปน
สาเหตขุองโรคเรอืงแสงในโรงเพาะฟกกงุกามกรามยงัมี
อยนูอยมากเมือ่เทยีบกบัการศกึษาในกงุทะเล ทำใหเรา
ไมทราบขอมูลที่แนชัดเกี่ยวกับชนิดและความหลาก
หลายของเชือ้ เนือ่งจากเชือ้แบคทเีรยีทีส่ามารถเรอืงแสง
ไดนัน้ มไิดมเีพยีงสกลุ Vibrio เทานัน้ (Wegrzyn and
Czyz, 2002) ดังนั้นการศึกษาชนิดของเชื้อแบคทีเรีย
ทีเ่กีย่วของกับโรคเรอืงแสงของกงุกามกรามในโรงเพาะฟก
และคุณสมบัติบางประการของเชื้อ จะทำใหไดขอมูล
เก่ียวกบัโรคนี ้และอาจนำไปสกูารตรวจวนิจิฉยัและการ
รกัษาทีถ่กูวธิี

วิธีการศึกษา
1. การรวบรวมเชื้อที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคเรือง
แสงในโรงเพาะฟกกุงกามกราม

การรวบรวมเชื้อที่ทำใหเกิดโรคเรืองแสงใน
กุงกามกรามในโรงเพาะฟกจากสถานีประมงและ
โรงเพาะฟกของเอกชน ในเขตพื้นที่จังหวัดสุพรรณบุรี
กาฬสนิธ ุอดุรธาน ีและแหลงทีม่กีารเพาะฟกลกูกงุกาม
กรามที่มีรายงานการเกิดโรค โดยกอนที่จะทำการแยก
เชื้อจากตัวอยางกุงที่พบวาปวยเปนโรคเรืองแสง จะฆา
เชือ้ภายนอกโดยการจมุตวัอยางใน 70% ethanol เปน
เวลา 1-2 นาท ีจากนัน้นำไปลางในน้ำสะอาดทีผ่านการ
ฆาเชือ้  2 ครัง้ และทำการแยกเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้
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Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) Agar
(Difco) หรอื Marine agar (Pronandisa, Spain) นำไป
บมที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา
24 ชัว่โมง ทำการแยกเชือ้ใหบรสิทุธิ ์จากนัน้เกบ็ตวัอยาง
ไวเพือ่ทำการศกึษาตอไป  เชือ้ Vibrio อกี 2 สายพนัธุ
ซึง่เปนสายพนัธเุปรยีบเทยีบ คอื V. cholerae แยกจาก
กงุกลุาดำ (Penaeus monodon) ไดรบัความอนเุคราะห
จากผศ. ดร. นนทวทิย อารยีชน หองปฏบิตักิารโรคสตัว
น้ำ ภาควชิาเพาะเลีย้งสตัวน้ำ คณะประมง มหาวทิยาลยั
เกษตรศาสตร และ Vibrio harveyi ATCC 14126 จาก
Prof. Dr. Kishio Hatai, Fish Diseases Laboratory,
Nippon Veterinary and Animal Science University
ประเทศญี่ปุน

2. การศกึษาชนดิของเชือ้
ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี  (Biochemical

characteristics) โดยการยอม gram stain ดวย Gram
stain set (BML) ตามวธิกีารทีแ่จงโดยบรษิทัผผูลติ การ
ทดสอบ oxidase test โดย cytochrome oxidase test kits
(Nissui) การทดสอบ Catalase test ดวย Hydrogen
peroxide ความเขมขน 30%  และนำไปทดสอบดวย API
20 E (Biomerieux, France) ตามวิธีการของบริษัท
ผผูลติ

3. การศกึษา homologeneity ของเชือ้ทีแ่ยกได โดย
การทำ DNA-DNA hybridization

วิธีการประยุกตมาจาก Kawamura et al.
(1998) โดยการสกดั DNA จะประยกุตมาจากวธิกีาร
ของ Darbre (1999) และสรินิดา (2541) genomic
DNA สายเดี่ยวของแตละสายพันธุของเชื้อ คือ
unlabeled DNA สายเดี่ยวซึ่งถูกยึดไวที่ผิวของ
microdilution wells จะถูก hybridization ดวย
biotinylated DNA ของแบคทเีรยีทีท่ราบชนดิ จากนัน้
จะตรวจหา biotinylated DNA โดย fluorogenic
substrate และคา homology values จะพิจารณาจาก
fluorometric direct binding method

4.  การศกึษาผลของอณุหภมูติอการเจรญิของเชือ้
นำเชื้อแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่เล้ียงบน

Marine agar ทีอ่ณุหภมู ิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
24 ชั่วโมง มาลางดวยสารละลาย NaCl เขมขน 1.5
เปอรเซ็นต 2 ครั้งและปรับความเขมขนของเชื้อใหมี
จำนวน 1x108 เซลลตอมลิลลิติร และเตมิเชือ้ปรมิาตร
100 ไมโครลติร ลงใน BHI ในสารละลาย NaCl เขม
ขน 1.5 เปอรเซน็ตปรมิาตร 4.9 มลิลลิติร นำไปบมที่
อุณหภูมิ 5, 10,15,20,25,30, 35 และ40 องศา
เซลเซยีส โดยแตละสายพนัธจุะทำ 3 ซ้ำ ทีแ่ตละระดบั
อณุหภมู ิหลงัจาก 24 ชัว่โมง นำมาวดัคาการดดูกลนื
แสง ทีเ่ปลีย่นแปลงไป ดวยเครือ่ง spectrophotometer
(Spectronic 21, Milton Roy Company) ทีค่วามยาว
คลืน่ 560 นาโนเมตร หากไมมกีารเปลีย่นแปลงของคา
การดดูกลนืแสง ใหนำมาเขีย่เชือ้บน Marine agar เพือ่
ดูการมีชีวิต

5.  การศกึษาผลของความเปนกรด-ดางตอการเจรญิ
ของเชื้อ

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษาเชนเดียว
กบั ในขอ 4 และลางดวยสารละลาย NaCl เขมขน 1.5
เปอรเซ็นต 2 ครัง้ ปรบัใหมคีวามเขมขน 1x109 เซลล
ตอมลิลลิติร แลวใส 50 ไมโครลติร ลงในอาหารเหลว
BHI ในสารละลาย NaCl เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต
ปรมิาตร 4.95 มลิลลิติร ซึง่ปรบัคาความเปนกรด-ดาง
เทากบั 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 และ 11 โดยแตละสาย
พนัธจุะทำ 3 ซ้ำ ทีแ่ตละคาความเปนกรด-ดาง นำไป
บมทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส หลงัจาก 24 ชัว่โมง
นำมาวดัคาการดดูกลนืแสงทีเ่ปลีย่น แปลงไป หากไมมี
การเปลีย่นแปลงของคาการดดูกลนืแสง ใหนำมาเขีย่เชือ้
บน Marine agar เพือ่ดกูารมชีวีติ

6. การศกึษาผลของความเคม็ตอการเจรญิของเชือ้
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษาเชนเดียว

กับ ในขอ 4 นำมาลางดวยน้ำกลั่นที่ผานการฆาเชื้อ
2 ครัง้ ปรบัใหมคีวามเขมขน 1x107 เซลลตอมลิลลิติร
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เตมิเชือ้ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ลงในอาหารเหลว BHI ที่
ละลาย NaCl ทีร่ะดบัความเคม็ 5 เทาของ 0, 10, 20,
30 และ 40 สวนในพนัสวน ปรมิาตร 4 มลิลลิติร  นำไป
บมทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส หลงัจาก 24 ชัว่โมง
วดัคาการดดูกลนืแสงทีเ่ปลีย่น แปลงไป โดยแตละสาย
พันธุจะทำ 3 ซ้ำ ที่แตละคาความเค็ม หากไมมีการ
เปลีย่นแปลงของคาการดดูกลนืแสง ใหนำมาเขีย่เชือ้บน
Marine agar เพือ่ดกูารมชีวีติ

7.  การศกึษาผลของอมัโมเนยีตอการเจรญิของเชือ้
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการศึกษาเชนเดียว

กบั ในขอ 4 นำมาลางดวยสารละลาย NaCl เขมขน 1.5
เปอรเซน็ต ทีผ่านการฆาเชือ้ 2 ครัง้ ปรบัใหมคีวามเขม
ขน 1x109 เซลลตอมลิลลิติร  นำเชือ้มาปรมิาตร 100
ไมโครลติร ใสลงใน BHI ในสารละลาย NaCl เขมขน
1.5 เปอรเซน็ต ปรมิาตร 4.9 มลิลลิติร ทีม่ ีNH4Cl  และ
ผานการปรบัคา total NH3 เทากบั 0, 0.5, 1.0, 1.5
และ 2.0 มลิลกิรมัตอลติร โดยใช ammonia test kits
(HACH)นำไปบมทีอ่ณุหภมู ิ 25 องศาเซลเซยีส หลงั
จาก 24 ชัว่โมง โดยแตละสายพนัธจุะทำ 3 ซ้ำ ทีแ่ตละ
ระดบัของอมัโมเนยี นำมาวดัคาการดดูกลนืแสงทีเ่ปลีย่น
แปลงไป หากไมมีการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืน
แสง ใหนำมาเขีย่เชือ้บน Marine agar เพือ่ดกูารมชีวีติ

8. การทดสอบความไวของเชือ้ตอยาปฏชิวีนะ
นำเชื้อแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่แยกไดมา

เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Marine agar ที่อุณหภูมิ 25
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และลางดวยสาร
ละลาย NaCl เขมขน 1.5 เปอรเซน็ต ทีผ่านการฆาเชือ้
2 ครัง้ ปรบัใหมคีวามเขมขน 1x107 เซลลตอมลิลลิติร
เกลีย่เชือ้ลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ Muller Hinton agar
(Difco) ผสม NaCl เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต นำ
susceptibility disc (Oxoid) วางลงในจานอาหารเลีย้ง
เชื้อ นำไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา
24 ชัว่โมง วดั clear zone ทีเ่กดิขึน้เทยีบกบัคามาตรฐาน
ของผลิตภัณฑ

9.  การทดสอบความสามารถในการกอโรคของเชือ้
ในลูกกุงกามกราม

นำลกูกงุกามกรามอาย ุ21 วนั จำนวน 1,050 ตวั
มาแบงอนบุาลในโหลแกว ปรมิาตร 10 ลติร โหลละ 70
ตวั เพือ่ปรบัสภาพใหคนุกบัสภาพการทดลองเปนเวลา
2 สปัดาห โดยน้ำทีใ่ชเลีย้งมคีวามเคม็ 15 สวนในพนั
สวน ใสเชือ้แบคทเีรยี 5 สายพนัธ ุคอื KKU 46001,
46010, 47015 และ ATCC 14126 ทีม่อีาย ุ24 ชัว่โมง
ซึง่อยใูนสารละลาย NaCl เขมขน 1.5 เปอรเซน็ต โดย
ปรบัใหมคีวามเขมขนสดุทาย 1 x 106 เซลลตอมลิลลิติร
และกลุมควบคุมซึ่งไมไดใสเชื้อลงไป สังเกตอัตราการ
ตายทีเ่กดิขึน้เปนเวลา 96 ชัว่โมง การทดลองนีท้ำ 3 ซ้ำ

10.  การทดสอบความสามารถในการกอโรคของเชือ้
ในแมพันธุกุงกามกราม

นำแมพันธุกุงกามกรามน้ำหนักเฉลี่ย 26.9
กรมั จำนวน 450 ตวั มาแยกเลีย้งในบอขนาด 1x1x0.5
เมตร บอละ 30 ตวั โดยใชน้ำผสมน้ำทะเลใหมคีวาม
เค็ม 15 สวนในพันสวน เพื่อปรับสภาพใหคุนกับ
สภาพการทดลองเปนเวลา 2 สัปดาห จากนั้นฉีดเชื้อ
แบคทเีรยี 5 สายพนัธ ุทีใ่ชในขอ 9 เขากลามเนือ้ ใน
อตัรา 0.1 มลิลลิติรตอตวั โดยเชือ้อยใูน normal saline
และมคีวามเขมขน 1 x 106 เซลลตอมลิลลิติร สวนกลมุ
ควบคมุฉดี normal saline ในอตัราเดยีวกนั สงัเกตอตัรา
การตายทีเ่กดิขึน้เปนเวลา 7 วนั

ผลการศึกษา
1. การรวบรวมเชื้อที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคเรือง
แสงในโรงเพาะฟกกุงกามกราม

การแยกเชือ้แบคทเีรยีทีไ่ดจากกงุกามกรามที่
เกิดโรคเรืองแสงจากโรงเพาะฟก จากรัฐบาล ในเขต
พื้นที่จังหวัดกาฬสินธุ อุดรธานี และสุรินทร  ไดเชื้อ
แบคทเีรยีจำนวนทัง้สิน้ 59 สายพนัธ ุแตนำมาศกึษาใน
สวนของคณุสมบตัขิองเชือ้ 18 สายพนัธ ุโดยเลอืกเฉพาะ
สกลุ Vibrio แหลงทีม่าของเชือ้ทีน่ำมาศกึษาแสดงไวใน
ตารางที ่1
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เชื้อที่แยกไดกุงกามกรามสวนใหญไดจากพอ
แมพนัธ ุซึง่เมือ่ยายมาลงในน้ำกรอยมกัจะพบการเรอืงแสง
สำหรบัสายพนัธ ุ KKU 46008 และ 46009 แยกได
จากลูกกุง

2. ผลการศกึษาชนดิของเชือ้ทีท่ำใหเกดิโรคเรอืงแสง
จากการทำการศึ กษาลั กษณะของ เชื้ อ

แบคทีเรียที่แยกไดจากกุงกามที่ปวยเปนโรคเรืองแสง
จากโรงเพาะฟก พบวาโคโลนมีลีกัษณะ กลม ขอบเรยีบ
นนูเลก็นอย มสีขีาวครมี เรอืงแสงไดในทีม่ดื โดยใหแสง
สเีขยีวปนเหลอืง เจรญิไดดบีนอาหารเลีย้งเชือ้ Marine
agar ทีอ่ณุหภมูหิอง เมือ่นำมายอม Gram stain พบวา
เปนแบคทเีรยีแกรมลบรปูรางเปนแทงสัน้ มขีนาดเฉลีย่
0.5-1.5 x 2-3.5 ไมโครเมตร และมีบางเซลลที่มี
ลกัษณะเปนรปู comma-shaped ปะปนอย ูอยางไรกต็าม
ในการแยกเชือ้ดงักลาวมเีชือ้แบคทเีรยีอืน่ปะปนมาดวย
ซึง่เปนแบคทเีรยีแกรมลบ โคโลนมีขีนาดใหญกวา และ
มีสีครีมปนเหลือง จากการทดสอบดวย API 20 NE
พบวาเปนแบคทีเรียในสกุล Aeromonas ชนิด A.
hydrophila, A. caviae และ A. sobria ซึง่มอีย ู11 สาย
พันธุ หรือเทากับ 18.6% ของปริมาณเชื้อทั้งหมด
ทีแ่ยกได

ในการจดัจำแนกชนดิของเชือ้โดยการทดสอบ
ดวย API 20 E พบวาเชือ้จำนวน 48 สายพนัธ ุอยใูน
สกุล Vibiro โดย เปนชนิด V. cholerae  จำนวน
27 สายพนัธ ุV. mimicus จำนวน 4 สายพนัธ ุชนดิ
V. parahaemolyticus จำนวน 12 สายพนัธ ุและเปน
unidentify vibrios จำนวน 5 สายพันธุ ซึ่งตางจาก
V. harveyi ATCC 14126 และ V. cholerae reference
strain คณุสมบตัขิองเชือ้จากการทดสอบดวย API 20
E แสดงไวในตารางที ่2

3. ผลการศกึษา homogeneity ของเชือ้ทีแ่ยกได โดย
การทำ DNA-DNA hybridization

จากการทำ DNA-DNA hybridization ของ
เชื้อสกุล Vibiro ทั้ง 4 ชนิด คือ V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. mimicus และV. harveyi ATCC

14126 ซ่ึงเปน reference strain พบวา ถงึแมจะเปน
เชือ้ชนดิเดยีวกนั แตม ีhomogeneity ตางกนั ไมมสีาย
พนัธใุดทีส่ามารถเกดิ hybridization กนัไดอยางสมบรูณ
เชือ้ชนดิ V. cholerae ทัง้ 27 สายพนัธ ุม ีhomogeneity
ระหวางสายพนัธทุี ่87.9-93.4 เปอรเซน็ต เชือ้ชนดิ V.
parahaemolyticus ทั้ง 4 สายพันธุ มี homogeneity
ระหวางสายพนัธทุี ่85.2-90.6 เปอรเซน็ต เชือ้ชนดิ V.
mimicus ทั้ง 12 สายพันธุ มี homogeneity ระหวาง
สายพนัธทุี ่86.3-93.8 เปอรเซน็ต และเชือ้ V. cholerae
ม ีhomogeneity กบัเชือ้ V. mimicus ระหวาง 71.6-78.7
เปอรเซน็ต มากกวาเชือ้ชนดิอืน่

4. ผลของอณุหภมูติอการเจรญิของเชือ้
ผลของอณุหภมูติอการเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี

ที่แยกไดจากกุงกามกรามที่ปวยเปนโรคเรืองแสงใน
โรงเพาะฟกกุงกามกราม พบวา เชื้อแบคทีเรียทั้ง 18
สายพนัธ ุรวมทัง้ reference strains ทัง้ 2 สายพนัธ ุทกุ
สายพันธุเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส
ที่อุณหภูมิ 5-20 องศาเซลเซียส นั้นเชื้อยังมีชีวิตอยู
แตไมมีการเจริญ ยกเวนสายพันธุ V. cholerae และ
V. parahaemolyticus ทีอ่ณุหภมู ิ5-15 องศาเซลเซยีส
เชือ้ไมสามารถเจรญิได สวนทีอ่ณุหภมู ิ40 องศาเซลเซียส
สามารถเจรญิไดบางสายพนัธยุกเวนสายพนัธ ุKKU 47016,
47018, 47024 และ reference strains 2 สายพนัธุ
แตเชื้อยังมีชีวิต

5. ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการเจรญิของเชือ้
ผลที่ไดจากการศึกษาคาความเปนกรด-ดาง

ตอการเจรญิของเชือ้ แสดงวาเชือ้ในสกลุ Vibrio สามารถ
เจรญิไดทีค่าความเปนกรด-ดางระหวาง 5.0-9.0 และ
เจริญไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 แตมีบาง
สายพนัธขุอง V. mimicus และ V. parahaemolyticus
ไมสามารถเจรญิไดทีค่าความเปนกรด-ดางเทากบั 5.0
และ 9.0 ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 9.0 นั้น
ถงึแมจะไมมกีารเจรญิ แตเชือ้ยงัมชีวีติอย ูสวนทีค่าความ
เปนกรด-ดางเทากบั 10.0 เชือ้จะตาย
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สรปุและวจิารณผล
งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาเชื้อที่ทำใหเกิดโรค

เรอืงแสงอยใูนสกลุ Vibiro  แตจากทีเ่กบ็ตวัอยางเชือ้
ในกุงกามกรามพบวาไมมีชนิด V. harveyi ที่มักมี
รายงานวาเกีย่วของกบัโรคเรอืงแสงในกงุกามกรามและ
กงุทะเล (Thonguthai, 1997) เชือ้ V. cholerae เปน
ชนิดที่แยกไดมากที่สุดจากงานวิจัยนี้ ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานเกี่ยวกับเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคเรืองแสง ที่มี
รายงานในกงุ คอื Penaeus indicus และ P. monodon
Jayabalan (1994) V. fischeri, V. cholerae biotype
albensis, V. splendidus, P. phosphoreum, P.
leiognathi (ลลิา และคณะ, 2540; Miyamoto et al.
1985; Swartzman, 1990) อยางไรกต็ามการจำแนก
ชนดิของเชือ้ในสกลุ Vibrio ทำไดยากและคณุสมบตัทิาง
ชีวเคมีคอนขางใกลเคียงกันมาก ถึงแมจะใชวิธีการ
DNA-DNA hybridization เขามาชวย เนือ่งจากเชือ้ใน
สกุลนี้มีความแปรปรวนของสายพันธุสูง ทำใหยากตอ
การจดัจำแนก กลไกการเรอืงแสงของแบคทเีรยีนัน้ จาก
การศกึษาของ Swartzman (1990) พบวา เกดิจากการ
ทำงานของเอนไซมทีก่ระตนุการเรอืงแสงรวมกบัเอนไซม
หลายชนดิ โดยมยีนีใน Lux operon เปนตวัควบคมุ และ
มีเชื้อหลายชนิดที่สามารถเรืองแสงได

 ในการศึกษาเกี่ยวกับผลของสภาพแวดลอม
บางประการตอการเจรญิของเชือ้สกลุ Vibrio ทีท่ำใหเกดิ
โรคเรอืงแสงในกงุกามกรามนัน้พบวาเชือ้เหลานีส้ามารถ
เจรญิไดในสภาพการเลีย้งซึง่สอดคลองกบัการระบาดที่
เกดิขึน้ ไมวาจะเปน อณุหภมู ิความเคม็ ความเปนกรด-
ดาง และมคีวามทนทานตอการเปลีย่นแปลงของสภาพ
แวดลอมไดในชวงกวาง นอกจากนั้นยังสามารถเจริญ
ไดในสภาพที่มีอัมโมเนียสูงถึง 2 มิลลิกรัมตอลิตร

6. ผลของความเคม็ตอการเจรญิของเชือ้
เชื้อสกุล Vibrio ทุกสายพันธุที่นำมาศึกษา

สามารถเจรญิไดทีร่ะดบัความเคม็ทีท่ำการศกึษา 10-40
สวนในพนัสวน และสามารถเจรญิไดดทีีส่ดุทีช่วงความ
เคม็ 10-30 สวนในพนัสวน และลดลงทีร่ะดบัความเคม็
40 สวนในพนัสวน

7. ผลของแอมโมเนยีตอการเจรญิของเชือ้
ผลของแอมโมเนียตอการเจริญของเชื้อสกุล

Vibrio ทัง้หมดทีท่ำการทดสอบนัน้สามารถเจรญิไดใน
สภาพที่ไมมีและมีอัมโมเนียทุกระดับความเขมขนที่
ทำการทดสอบ และการเจริญเพิ่มขึ้นเมื่อมีปริมาณ
แอมโมเนยีสงูขึน้ ยกเวน V. mimicus KKU 46004
เจริญไดนอยกวาสายพันธุอื่นในทุกระดับอัมโมเนีย

8. การทดสอบความไวของเชือ้ตอยาปฏชิวีนะ
ผลของการทดสอบความไวของเชื้อสกุล

Vibrio จำนวน 48 สายพนัธ ุทีแ่ยกไดจากกงุกามกราม
และ Reference strains 2 สายพนัธ ุตอยาปฏชิวีนะ 17
ชนดิ สรปุไวในตารางที ่3

9. ความสามารถในการกอโรคของเชือ้ในลกูกงุกาม
กราม

จากการหาความสามารถในการกอโรคของเชือ้
Vibrio แตละสายพนัธ ุใหผลดงัแสดงในตารางที ่4 โดย
เชือ้ V. cholerae KKU 46001 และ V. mimicus KKU
46010 ทำใหเกิดการตายสะสมมากกวา V. harveyi
ATCC 14126 และ V. parahaemolyticus KKU
47015 ในชวงเวลาทีท่ำการสงัเกตผล อณุหภมูริะหวาง
การทดลองอยใูนชวง 23.2 - 26.7 องศาเซลเซยีส
10. ความสามารถในการกอโรคของเชื้อในแมพันธุ
กุงกามกราม

จากการหาความสามารถในการกอโรคของ
เชื้อ Vibrio แตละสายพันธุในแมพันธุกุงกามกราม
ใหผลดงัแสดงในตารางที ่5 โดยเชือ้ V. cholerae KKU

46001 และ V. parahaemolyticus KKU 76015 ทำให
เกดิการตายสะสมมากกวา V. harveyi ATCC 14126
และ V. mimicus KKU 46010 ในชวงเวลาทีท่ำการ
สงัเกตผล อณุหภมูริะหวางการทดลองอยใูนชวง 22.8
- 27.4 องศาเซลเซยีส
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สอดคลองกับรายงานของมณจันทรและกมลพร
(2543) ทีว่าเชือ้ V. harveyi  เจรญิไดดใีนสภาพทีม่ี
สารอนิทรยี  (organic matters) ของเสยีจากอาหารและ
การขับถายของกุงสะสมที่พื้นบอจำนวนมาก Lin and
Nash (1996) รายงานวาชวงเดอืนกนัยายน ถงึตลุาคม
ในป ค.ศ. 1995 เกดิโรคเรอืงแสงในโรงเพาะฟกกงุกลุาดำ
ในจังหวัดสมุทรสาคร หลังการอนุบาลได 5 สัปดาห
เกดิการตาย 10-20% ตอวนั เมือ่ตรวจสอบคณุภาพน้ำ
ในบอเลี้ยงที่เกิดโรคระบาดพบวาน้ำในบอมีความเปน
กรดเปนดางเทากบั 8.5 ความเคม็ 8-10 สวนในพนั
สวน คาความเปนดางมากกวา 100 มิลลิกรัมตอลิตร
ปรมิาณออกซเิจนทีล่ะลายในน้ำมากกวา 1 มลิลกิรมัตอ
ลติร มแีอมโมเนยี 0.03-0.12 มลิลกิรมัตอลติร ธงชยั
และอจัฉราวด ี (2544) กลาวถงึความสมัพนัธระหวาง
การเกิดโรคกุงกามกรามกับคุณสมบัติของน้ำใน
บออนุบาลในบอที่เกิดโรคเรืองแสง คาเฉลี่ยของความ
เปนกรด-ดาง และแอมโมเนียของน้ำในบอที่เปนโรค
จะสูงกวาบอที่ไมเปนโรค ซึ่งทำใหกุงเกิดความเครียด
และออนแอ ทำใหงายตอการติดเชื้อแบคทีเรียตามมา
นอกจากนีน้้ำในบอทีม่คีาความเปนกรด-ดางสงูจะทำให
พษิของแอมโมเนยีเพิม่มากขึน้ (Boyd, 1982)

ในการทดสอบความไวของเชือ้ตอยาปฏชิวีนะ
พบวา เชือ้ Vibrio ทกุสายพนัธไุวตอยา chloramphenicol
และ streptomycin ซึง่เปนยาทีห่ามนำมาใชในการเพาะ
เลีย้งสตัวน้ำเพือ่การบรโิภค สำหรบั oxytetracycline ซึง่
เปนยาที่อนุญาตใหใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ำเพื่อการ
บริโภคนั้นพบวา เชื้อที่ทำการทดสอบสวนใหญจะตาน
ทานตอยานี ้สาเหตดุงักลาวนาจะเนือ่งมาจากมกีารใชยา
ตัวนี้เพื่อปองกันการเกิดโรคในโรงเพาะฟกกุงกาม
กรามอยางแพรหลาย ทำใหเชือ้สวนใหญเกดิการดือ้ยา
ซึง่ควรทีจ่ะหาหนทางแกไข เพือ่ปองกนัความรนุแรงของ
ปญหาที่อาจเกิดขึ้นตอมา

ความรุนแรงของโรคเรืองแสงนั้น นอกจาก
จะมคีวามสมัพนัธกบัชนดิและระยะการเจรญิเตบิโตของ
กงุ ลกัษณะการเกดิโรคเกดิกบัลกูกงุจะเกดิในระยะไมซิ
ส, ลาวา และโพสลาวา (ลลิา, 2531; Lin and Nash,
1996; Leano et al., 1998) จากการวิจัยนี้พบวา

นาจะขึน้กบัชนดิและสายพนัธขุองเชือ้กอโรคดวยเชนกนั
เนือ่งจากเมือ่เปรยีบเทยีบกนัแลว เชือ้แตละชนดิทีท่ำการ
ทดสอบมคีวามสามารถในการกอโรคในลกูกงุกามกราม
และแมพันธุแตกตางกัน ดารณีและคณะ (2530)
รายงานวา V. harveyi ทำใหลูกกงุแชบวยในระยะนอร
เพลียสจนถึงระยะไมซิส มีอัตราการตายสูงถึง 70-
100%  แตจริาพร และคณะ (2530) พบวา V. harveyi
ไมทำใหลกูกงุกามกรามทีท่ดสอบตดิเชือ้ อยางไรกต็าม
รายงานดงักลาวอางวาแบคทเีรยีชนดินี ้มคีวามสมัพนัธ
กับการเกิดโรคในกุงกามกรามเชนกัน
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ตารางที ่1 ทีม่าของเชือ้สกลุ Vibrio ทีแ่ยกไดจากกงุกามกรามปวยทีเ่ปนโรคเรอืงแสงจากโรงเพาะฟกทีน่ำมาใชใน
การศึกษา

หมายเหตุ * ศพจ. คอื ศนูยวจิยัและพฒันาประมงน้ำจดื
** สปจ. คอื สถานปีระมงน้ำจดื

สายพันธุ (KKU) บริเวณที่แยกเชื้อ เวลาท่ีเก็บตัวอยาง แหลงท่ีเก็บตัวอยาง
V. cholerae 46001 ตับ-ตับออน  10/2546 ศพจ.อุดรธานี*
V. cholerae 46002 ระยางค  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. mimicus 46004 ตา  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. parahae.46005 ตับ-ตับออน  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. cholerae  46006 ระยางค  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. parahae.46007 กลามเนื้อ  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. cholerae 46008 ลูกกุง  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. mimicus 46009 ลูกกุง  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. mimicus 46010 ตับ-ตับออน  10/2546 ศพจ.อุดรธานี
V. cholerae 47001 ตับ-ตับออน  3/2547 สปจ.กาฬสินธุ**
V. cholerae 47014 ตับ-ตับออน 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. parahae.47015 ตับ-ตับออน 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. cholerae 47016 กลามเนื้อ 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. cholerae 47017 ตับ-ตับออน 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. parahae.47018 ตับ-ตับออน 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. parahae.47019 ตับ-ตับออน 3/2547 สปจ.กาฬสินธุ
V. cholerae 47024 ตับ-ตับออน 5/2547 ศพจ.สุรินทร
V. parahae.47025 ตับ-ตับออน 5/2547 ศพจ.สุรินทร
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ตารางที ่2  คณุสมบตัขิองเชือ้สกลุ Vibrio ทีแ่ยกไดจากกงุกามกรามทีป่วยเปนโรคเรอืงแสงจากโรงเพาะฟก

คุณสมบัตบิางประการ V. cholerae V.parahaemolyticus V. mimicus 

Colony on Marine agar ครีม ครีม ครีม 
Luminescent + +/- +/- 
Gram stain - - - 
Oxidase + + + 
Catalase + + + 
ONPG + - - 
ADH  - - - 
LDC + + + 
ODC + + + 
CIT + + + 
H2S - - - 
URE - - - 
TDA -/+ - -/+ 
IND - - - 
VP + + - 
GEL + + + 
GLU + + + 
MAN + + + 
INO - -/+ - 
SOR - - - 
RHA - - - 
SAC - - - 
MEL - - - 
AMY - - - 
ARA - - - 
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ตารางที ่3 ผลการทดสอบความไวของเชือ้สกลุ Vibrio ทีแ่ยกไดจากกงุกามกรามทีป่วยเปนโรคเรอืงแสงจากโรงเพาะ
ฟกกงุกามกรามและ Reference strains 2 สายพนัธ ุตอยาปฏชิวีนะ

หมายเหตุ S = susceptible
I = intermediate
R = resistant

ผลการทดสอบ (จํานวนเช้ือ)
ยาปฏชิวีนะ

V. cholerae V. parahaemolyticus V. mimicus V. harveyi Unidentified vibrios
Amoxycillin (10) R(28) R(12) R(4) R(1) R(5)
Ampicillin    (10) R(28) R(12) R(4) R(1) R(5)
Chloramphenicol  (30) S(28) S(12) S(4) S(1) S(5)
Cloxacillin  (10) I(28) I(12) I(4) I(1) I(5)
Doxycycline   (30) S(24) I(4) S(11) I(1) S(4) S(1) S(3) I(2)
Erythromycin  (15) R(28) R(12) R(4) R(1) R(5)
Kanamycin    (30) I(28) I(12) I(4) I(1) I(5)
Neomycin  (30) S(18) I(10) S(6) I(6) S(3) I(1) I(1) S(3) I(2)
Norfloxacin  (10) S(23) I(5) S(8) I(4) S(4) S(1) S(1) I(4)
Oxolinic acid  (2) I(28) I(12) I(4) I(1) I(5)
Oxytetracycline  (30) I(12) R(16) I(4) R(8) I(2) R(2) I(1) I(1) R(4)
Penicillin  (10) R(28) R(12) R(4) R(1) R(5)
Polymyxin B  (300) I(15) R(13) I(7) R(5) I(3) R(1) I(1) I(2) R(3)
Streptomycin  (300) S(28) S(12) S(4) S(1) S(5)
Sulfamethoxazol -
trimethoprim  (10)

R(28) R(12) R(4) R(1) R(5)

Tetracycline  (30) I(11) R(17) I(7) R(5) I(1) R(3) I(1) I(2) R(3)
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ตารางที ่4  เปอรเซน็ตการตายสะสมของกงุกามกรามอาย ุ21 วนั ทีแ่ชดวยเชือ้ Vibrio ในเวลา 96 ชัว่โมง

หมายเหต ุ  ตวัอกัษรทีแ่ตกตางกนัแสดงความแตกตางทางสถติขิองแตละกลมุการทดลอง

ตารางที ่5  เปอรเซน็ตการตายสะสมของแมพนัธกุงุกามกรามทีฉ่ดีเชือ้ Vibrio เขากลามเนือ้ ในเวลา 7 วนั

หมายเหตุ  ตวัอกัษรทีแ่ตกตางกนัแสดงความแตกตางทางสถติขิองแตละกลมุการทดลอง

สายพันธุ เปอรเซ็นตการตายสะสม (Means + SD)
กลุมควบคุม 36.67 + 6.32a

V. harveyi ATCC14126 85.56 + 4.41b

V. parahaemolyticus KKU 47015 84.44 + 8.02 b

V. mimicus KKU 46010 96.67 +1.08c

V. cholerae KKU 46001 97.78 + 3.60c

สายพันธุ เปอรเซ็นตการตายสะสม (Means + SD)
กลุมควบคุม 15.78 + 2.22a

V. harveyi ATCC14126 35.16 + 4.21b

V. parahaemolyticus KKU 47015 49.38 + 5.39c

V. mimicus KKU 46010 34.53 + 3.96b

V. cholerae KKU 46001 51.59 + 4.07c




