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บทคัดย่อ: การสูญเสียผลผลิตปลากะพงขาวท่ีเพาะเล้ียงในฟาร์มพบว่าส่วนหน่ึงเกิดจากสาเหตุของโรคติดเชื้อ ซึ่งโรค
วิบริโอซิส (vibriosis) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรียสกุลวิบริโอ ทั้งนี้ปัญหาการติดเช้ือแบคทีเรียดังกล่าวสามารถ
ควบคุมได้ด้วยการให้ยาต้านจุลชีพแต่อย่างไรก็ตามหากมีการใช้ยาต้านจุลชีพที่ไม่เหมาะสมย่อมส่งผลให้เกิดปัญหาการ
ดื้อยาของแบคทีเรียดังกล่าวได้ ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษานี้จึงเป็นการสํารวจแบคทีเรียสกุลวิบริโอที่แยกได้จาก
ปลากะพงขาวที่เพาะเล้ียงในพื้นที่อําเภอพระสมุทรเจดีย์ จังหวัดสมุทรปราการ ทั้งหมด 92 ตัวอย่าง เพื่อศึกษา
ลักษณะของแบคทีเรียและทดสอบความไวรับของแบคทีเรียต่อยาต้านจุลชีพ 7 ชนิด ได้แก่ cephalexin, sulfa-
trimethoprim,  chloramphenicol, tetracycline, nalidixic acid, oxytetracycline และ ampicillin ตามลําดับ 
ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเล้ียงเชื้อชนิด TCBS agar และพบว่าแบคทีเรีย
ทุกไอโซเลท (isolate) นั้นเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความเข้มข้นเกลือ NaCl ที่ 2% และ 4% เมื่อนํา
แบคทีเรียมาย้อมสีแกรมและตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่ามีลักษณะเป็น gram negative curved rods ส่วนการ
ทดสอบทางชีวเคมีพบวา่แบคทีเรียให้ผลการทดสอบ oxidase test และ catalase test เป็นผลบวกทุก isolate และ
มีคุณสมบัติในการสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเล้ียงเชื้อชนิด blood agar ส่วนผลการทดสอบความไวรับของ
แบคทีเรียต่อยาต้านจุลชีพ 7 ชนิด ดังกล่าวพบว่าแบคทีเรียที่แยกได้นั้นมีความไวรับต่อยาต้านจุลชีพชนิด 
tetracycline และ chloramphenicol มากที่สุดคิดเป็น 82.81% ของตัวอย่างทั้งหมดแต่พบว่าแบคทีเรียมีความ
ต้านทานต่อยาต้านจุลชีพชนิด ampicillin มากที่สุดคิดเป็น 78.91% 
 
คําสําคัญ: แบคทีเรียในสกุลวิบริโอ ปลากะพงขาว สมุทรปราการ ยาต้านจุลชีพ 
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Abstract: The most common disease that has been reported in estuarine animals is vibriosis, 
a bacteria of genus vibrio. Generally, the outbreak of vibriosis in fish can be controlled by using 
antimicrobial agents, however, improper use of medicines in fish farm might lead to 
overpopulation of antimicrobial resistant bacteria. Therefore, the objective of this study is to 
survey of bacteria of genus vibrio that can be isolated from 92 samples of farmed white 
seabass in Phra Samut Chedi, Samut Prakan, which focuses on biological characteristics and 
profiling of antimicrobial susceptibility pattern against 7 antimicrobial agents including 
cephalexin, sulfa-trimethoprim, chloramphenicol, tetracycline, nalidixic acid, oxytetracycline 
and ampicillin, respectively. The result shown that all isolated bacteria grew on a selective 
medium, TCBS agar. In addition, all isolates were grown properly in a medium enriched by 2% 
and 4% NaCl. Subsequently, bacteria were identified using a gram staining test and some 
biochemical tests. It found that all bacterial isolates are gram negative curved-rod and shown 
oxidase-positive and catalase- positive results, additionally, all sampling bacteria can 
hemolyse red blood cell on blood agar. From antimicrobial susceptibility test, it found that 
82.81% of bacteria are susceptible to tetracycline and chloramphenicol but 78.91% are 
resistant to ampicillin. 
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บทนํา 
จากการสํารวจในปัจจุบันพบว่าความนิยมใน

การบริโภคเน้ือปลามีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นทั้งภายใน

และภายนอกประเทศไทย ซึ่งทําให้ปลากลายมาเป็น
สัตว์ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เช่น ปลากะพงขาว 
(Lates calcarifer) ซึ่งนิยมเลี้ยงกันอย่างแพร่หลาย
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ในประเทศไทย เน่ืองจากเป็นปลาที่โตเร็ว เพาะเล้ียง
ง่าย มีมูลค่าสูง จากข้อมูลรายงานของกรมประมงว่า
ในช่วง ปี พ.ศ. 2550 - พ.ศ. 2554 พบว่าการผลิต
จากการเพาะเลี้ยงมีแนวโน้มขยายตัวเพ่ิมทั้งปริมาณ
และมูลค่าในอัตราร้อยละ 8.16 และร้อยละ 11.39 
ต่อปี ตามลําดับ โดยในปี 2550 การผลิตมีปริมาณ 
9,703 ตัน  มูลค่ า  1,069.84 ล้ านบาท  เ พ่ิม เ ป็น
ปริมาณ  13,697 ตัน  มูลค่ า  1,720.75 ล้ านบาท 
(สํานักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร ปี พ.ศ. 2557) แต่
เน่ืองจากปลากะพงขาวเป็นปลาที่นิยมเล้ียงในนํ้า
กร่อย  หากการ จัดการหรือสภาพแวดล้อมไ ม่
เหมาะสมนั้นย่อมเป็นสาเหตุให้เกิดการระบาดของ
โรค vibriosis ได้ ซึ่งโรคดังกล่าวเป็นโรคติดเช้ืออัน
เน่ืองมาจากแบคทีเรียแกรมลบในสกุลวิบริโอ (Vibrio 
sp.) เ ช ่ น  V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. 
alginolyticus และ V. anguillarum   (ชาญณรงค์, 
2550) โดยจะพบว่าปลาที่ได้รับเช้ือน้ันจะมีรอยโรคที่
พบ ได้แก่ การพบจุดหรือป้ืนเลือดตามผิวหนังและที่
เหงือกร่วมกับการพบแผลหลุมตามลําตัว นอกจากน้ี
เมื่อผ่าชันสูตรโรคในปลาที่แสดงอาการป่วยหรือตาย
น้ันพบว่ามีจุดเลือดออกกระจายตามอวัยวะภายใน 
ม้ามมีขนาดโตขยาย พบการอักเสบของทางเดิน
อาหาร และพบภาวะโลหิตจางอันเน่ืองมาจากเม็ด
เลือดแดงถูกทําลายโดยสารพิษที่สร้างจากแบคทีเรีย 
ได้แก่ hemolysin (Bullock, 1977)  และจากการ
ตรวจทางจุลพยาธิวิทยาจะพบว่ามีจุดเน้ือตายที่ม้าม 
ไต และตับ ซึ่งปลาที่มีการติดเช้ือจะมีการกินอาหาร
ลดลงและทยอยตาย โดยพบว่าอัตราการติดเช้ือและ
อัตราการตายของปลานั้นเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อนํ้ามีความเค็ม
ประมาณ 20-30 กรัมต่อลิตร (ชาญณรงค์, 2550) 
ทั้งน้ีเกษตรกรสามารถควบคุมการแพร่ระบาดของ
แบคทีเรียสกุลวิบริโอได้ด้วยการเพาะเลี้ยงและการ

จัดการฟาร์มอย่างเหมาะสม เช่น มีการควบคุม
ปริมาณอาหารที่ให้แก่ปลากะพงในระดับที่เหมาะสม
เพ่ือหลีกเลี่ยงการตกค้างและการเน่าบูดของอาหาร
ในแหล่งนํ้าที่เพาะเลี้ยงร่วมกับการควบคุมคุณภาพนํ้า
ให้อยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสมต่อสัตว์นํ้าดังกล่าว และโรค 
vibriosis ในปลากะพงขาวที่เพาะเลี้ยงน้ันสามารถ
ควบคุมได้ด้วยการให้ยาต้านจุลชีพที่เหมาะสม แต่
อย่างไรก็ตามพบว่าเกษตรกรส่วนใหญ่มักจะหาซื้อยา
ต้านจุลชีพมาใช้รักษาเองจึงทําให้สัตว์อาจได้รับยาไม่
ตรงกับเช้ือที่เป็นสาเหตุ หรือได้รับในปริมาณที่ไม่
ถูกต้อง (Cabello, 2006) ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาการด้ือ
ยาของแบคทีเรียตามมา ทําให้การรักษาโรค vibriosis 
ทําได้ยากข้ึน จึงเป็นผลให้เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจมากขึ้นด้วย นอกจากน้ียังอาจก่อให้เกิดการ
ตกค้างของยาต้านจุลชีพในตัวสัตว์และสิ่งแวดล้อมได้ 
ซึ่งปลาหรือสัตว์นํ้าที่ติดเช้ือแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ
ต้านต่อยาต้านจุลชีพน้ีจะเป็นพาหะเหน่ียวนําให้เกิด
การแพร่ระบาดของแบคทีเรียดังกล่าวในแหล่งนํ้า
และตลอดจนผู้บริโภคซึ่งอาจส่งผลต่อสุขภาพของ
มนุษย์ได้เน่ืองจากได้รับแบคทีเรียหรือยีนส์ (genes) 
ที่ เ ก่ียวข้องกับความต้านทานต่อยาต้านจุลชีพที่
ปนเป้ือนมากับผลิตภัณฑ์สัตว์นํ้าได้ (Sarter et al., 
2006) 

เ น่ืองจากในพ้ืนที่ อํา เภอพระสมุทรเจดีย์  
จังหวัดสมุทรปราการน้ันเป็นบริเวณท่ีมีกลุ่มของ
เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงปลากะพงขาวอยู่ค่อนข้างมาก 
ด้วยเหตุน้ีจึงมีความสนใจที่จะทดสอบความไวรับต่อ
ยาต้านจุลชีพของแบคทีเรียในสกุลวิบริโอในพ้ืนที่
ดังกล่าวเพ่ือเป็นข้อมูลนําเสนอถึงปัญหาของการใช้ยา
ต้านจุลชีพโดยเกษตรกรในการเพาะเล้ียงปลากะพง
ขาวในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
กลุ่มประชากรที่ศึกษา การสุ่ม และการคํานวณ 
ขนาดตัวอย่าง 

กลุ่มประชากรที่นํามาศึกษา คือ ปลากะพง
ขาวน้ําหนักประมาณ 1 กิโลกรัม จากฟาร์มในพื้นที่
อําเภอพระสมุทรเจดีย์ จังหวัดสมุทรปราการ ที่เลี้ยง
ในบ่อดิน โดยเลือกจากบ่อเพาะเลี้ยงที่มีค่าความเค็ม 
(salinity) ของนํ้าเท่ากับ 25 กรัมต่อลิตร โดยตรวจ
ความเค็มของนํ้าด้วยเครื่องวัดการหักเหของแสง 
(Extech Portable Salinity Refractometer, 0-100 
ppt, Sigma-Aldrich®, Germany) ซึ่งการศึกษาครั้ง
น้ีดําเนินการศึกษาในช่วงเดือนธันวาคม พ.ศ.2559 
ถึง มกราคม พ.ศ.2560 โดยเก็บตัวอย่างด้วยวิธีสุ่ม
ตัวอย่างแบบ purposive sampling ซึ่งกลุ่มตัวอย่าง
เป้าหมาย คือ ปลาที่พบรอยโรคเป็นแผลหลุมและ
ครีบมีลักษณะเป็นสีแดง จํานวนปลาทั้งหมด 92 ตัว 
ซึ่งได้จากการคํานวณขนาดตัวอย่างที่ไม่ทราบจํานวน
ประชากรที่แน่นอน โดยกําหนดความชุกที่คาดหวัง
ของปลาที่พบรอยโรคที่ร้อยละ 61 (Yong และ Seng, 
1990) และกําหนดให้ค่าคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ที่
ร้อยละ 5 ที่ระดับความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% 
การเก็บตัวอย่างแบคทีเรีย  

ทําการเก็บตัวอย่างแบคทีเรียจากตัวอย่างปลา
กะพงขาวที่มีรอยโรคโดยการ swab ที่รอยโรคบน
ลําตัวของปลาป่วยและเก็บลงใน transport media 
คือ alkaline peptone water ที่มี NaCl 3% จากน้ัน
จึงนําหลอดเก็บตัวอย่างจากฟาร์มนําไป บ่มในตู้อบ 
(MemmertTM) ที่ 37°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพ่ือทํา
การเพ่ิมจํานวนแบคทีเรีย แล้วจึงนําแบคทีเรียที่บ่ม
ได้มาเจือจางในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลวดังกล่าวครั้ง
ล ะ  10 เ ท่ า  (10-fold serial dilution) แล ะนํ า
แบคทีเรียที่เจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ลงบน

ผิ วของอาหาร วุ้นแข็ ง ในจาน เพาะ เ ช้ื อที่ เ ป็ น 
selective media ของแบคทีเรียสกุลวิบริโอ ได้แก่ 
TCBS agar (OxoidTM, UK) และนําไป incubate ที่ 
37°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพ่ือตรวจดูการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นจึงเลือก
โคโลนีตามสีที่พบบนอาหารเลี้ยงเช้ือดังกล่าวนํามา
บ่มเพาะในอาหารวุ้นแข็งชนิด Tryptone Soya agar 
(TSA, OxoidTM, UK) ที่มี NaCl เท่ากับ 3% เพ่ือเก็บ
รักษาตัวอย่างแบคทีเรียสําหรับทดสอบคุณลักษณะ
ในห้องปฏิบัติการต่อไป 
การตรวจคณุลักษณะของแบคทเีรีย 

การตรวจคุณลักษณะของแบคทีเรียในการ
ทดลองครั้งน้ี ได้แก่ การย้อมสีแกรม (gram stain) 
ด้วยชุดสี ย้อมแกรม  (Gram-Stain kit, Himedia® 

India)  และจึงนําไปตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงเพ่ือใช้ดูรูปร่างลักษณะของแบคทีเรียและ
การย้อมติดสีแกรม นอกจากน้ีได้การตรวจทางชีวเคมี
พ้ืนฐาน  ไ ด้แ ก่  การทดสอบการสร้าง เอนไซม์  
catalase (catalase test) การทดสอบการส ร้าง
เอนไซม์  oxidase (oxidase test) และการตรวจ
ทดสอบคุณสมบัติการสลายเม็ดเลือดแดงบน TSA 
agar ที่มีเกลือ NaCl เท่ากับ 3% และเลือดแกะที่ 5% 
(blood agar) โดยสุ่มแบคทีเรียที่แยกได้จากปลา
กะพงขาวในห้องปฏิบัติการมาจากทั้งหมด 128 
โคโลนี มาจํานวน 32 โคโลนี (คิดเป็น 25%)  จาก 
TSA agar ที่มีเกลือ NaCl เท่ากับ 3 %   มาเพาะเลี้ยง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด blood agar  จากนั้นนําไป 
incubate ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
เพ่ือตรวจดูการสลายของเม็ดเลือดแดงในอาหารเลี้ยง
เ ช้ือ  นอกจากน้ีไ ด้มีการทดสอบคุณสมบัติการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียในสภาวะที่มีความเข้มข้น
ของเกลือที่แตกต่างกัน โดยนําแบคทีเรียสกุลวิบริโอ
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แต่ละไอโซเลทมาเพาะลงใน alkaline peptone 
water ที่มีระดับความเข้มข้นเกลือที่ 0, 2, 4, 6, 8 
และ 10 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ จากน้ันจึงนํามาเพาะ
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA ซึ่งหลังจากที่ incubate 
แบคทีเรียที่ 37°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงแล้วจึงนับ
จํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้นบนอาหารเลี้ยงเช้ือดังกล่าว
เพ่ือบันทึกผลการทดลอง 
การทดสอบความไวรั บของแบค ที เ รี ยส กุล 
วิบริโอต่อยาต้านจุลชีพ 

แบคทีเรียจากตัวอย่างปลากะพงขาวในฟาร์ม
น้ันจะนํามาทดสอบความไวรับ (susceptibility test) 
(รสมา และคณะ, 2560) ของแบคทีเรียต่อยาต้าน 
จุลชีพทั้ งหมด  7 ชนิด   (OxoidTM, UK) ไ ด้แก่  1) 
cephalexin (30 μg) 2) sulfamethoxazole-
trimethoprim (25 μg) 3) chloramphenicol (30 
μg) 4) tetracycline (30 μg) 5) nalidixic acid (25 
μg) 6) oxytetracycline (30 μg) และ 7) ampicillin 
(10 μg) ตามลํ า ดับ  โดยใ ช้ วิ ธี  Kirby-Bauer disc 
diffusion test (Bauer et al., 1966) โ ด ย นํ า
แบคทีเรียแต่ละ isolate ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
แบบเหลวปริมาตร 25 ไมโครลิตร เพาะลงบน 
Mueller-Hinton agar (OxoidTM, UK) จากน้ันจึงนํา
แผ่นยา (antimicrobial disc) ทั้ง 7 ชนิด วางลงบน
ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเ ช้ือดังกล่าว และนําไป 
incubate ที่ อุณหภูมิ 37°C ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
และอ่านผลการทดลองโดยวัด inhibition zone ของ
แบคที เรียและแปลผลตามวิธีของ Bauer et al. 
(1966) และตามข้อแนะนําของ  CLSI, EUCAST, 
BSAC (OxoidTM, UK) และ CDC เป็นต้น 
 
 
 

การวิเคราะห์ผลการทดลองและข้อมูลทางสถิติ 
เ ก็ บข้ อ มู ล ก า รทดลอ ง โ ดยตร วจ ดู ก า ร

เจริญเติบโตของแบคทีเรียบน TCBS agar สีของ
โคโลนีที่ เ กิดขึ้น การติดสีแกรมและรูปร่างของ
แบคทีเรีย  และผลทดสอบชีวเคมี ได้แก่ catalase 
test  และ oxidase test ร่วมกับตรวจหาแบคทีเรีย
ที่ทําลายเซลล์เม็ดเลือดแดง (blood hemolysis)  
บน blood agar การนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย
ที่ทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลวที่มีความ
เข้มข้นของ NaCl ที่ 0 – 10% และนํามาเพาะเลี้ยง
ต่อบนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง บันทึกผลโดยนับ
จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียเพ่ือนํามาคํานวณหา
ปริมาณแบคทีเรียต่ออาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลว 1 
มิลลิลิตร (CFU/ml) และนําไปหาค่าเฉลี่ยและส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐานต่อไป สําหรับการอ่านผลการ
ทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพทําได้โดยการวัด 
inhibition zone เป็นหน่วยมิลลิเมตร หลังจากน้ัน
จะนําค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับตาราง Kirby-Bauer 
เ พ่ือแปรผลข้อมูลออกมาเ ป็น  susceptible (S)  
intermediate (I) หรือ resistant (R) และเก็บข้อมูล
โดยการแยกนับจํานวน isolate ของแบคทีเรียที่
ให้ผลในสามรูปแบบดังกล่าวโดยจะแสดงข้อมูลในรูป
ของร้อยละหรือเปอร์เซ็นต์    
 

ผลและวิจารณ์การทดลอง 
จากการสํารวจฟาร์มเลี้ยงปลากะพงขาวในเขต

พ้ืนที่อําเภอพระสมุทรเจดีย์ จังหวัดสมุทรปราการ ที่
เลี้ยงในบ่อดิน พบว่าปลามีชีวิตขนาดจับขายใน
ช่วงเวลาที่เข้าไปเก็บตัวอย่างจะมีนํ้าหนักโดยเฉลี่ย
ประมาณ 1 กิโลกรัม พบว่าปลาส่วนใหญ่จะมีรอยโรค
เป็นแผลหลุมและครีบมีลักษณะเป็นสีแดง (รูปที่ 1 A 
และ B) และเมื่อนําแบคทีเรียที่เจือจางมาเพาะบน
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ชนิด selective media คือ  TCBS agar และเมื่อ
ตรวจดูลักษณะโคโลนี (colony) ของแบคทีเรียที่
เจริญเติบโตบน TCBS agar จะพบว่ามีลักษณะกลม
ขอบเรียบมีสีของโคโลนีทั้งสีเหลืองและสีเขียว (รูปที่ 
1 C) ซึ่งขึ้นอยู่กับการใช้นํ้าตาลซูโครส (sucrose) 
ของแบคทีเรีย หากแบคทีเรียสามารถหมักนํ้าตาลได้ 
(sucrose fermenter) จะพบโคโลนีสีเหลือง  โดย
แบคทีเรียที่สกุลวิบริโอที่พบลักษณะโคโลนีเป็นสี
เ หลื อ ง ไ ด้ แ ก่  V.  alginolyticus V.  cholerae V. 
furnissii และ V. fluvialis (Woodring et al., 2012) 
ส่วนแบคทีเรียชนิดที่ไม่สามารถหมักนํ้าตาลได้จะพบ
โคโล นีสี เ ขี ยวห รือสี เ ขี ยวอม นํ้า เ งิน  ไ ด้แ ก่  V. 
Parahaemolyticus, V.  vulnificus แ ล ะ  V. 
mimicus (Woodring et al., 2012) แต่อย่างไรก็
ตามจากผลการทดลองน้ีทําให้ทราบว่า TCBS agar 
สามารถใช้เพ่ือจําแนกแบคทีเรียสกุลวิบริโอได้เท่าน้ัน 
ทั้ง น้ี เ น่ืองส่วนประกอบของ TCBS agar มีความ
เข้มข้นของ thiosulfate และ citrate ที่สูง และมีค่า 
alkalinity ที่สู ง  ซึ่ งมีคุณสมบัติในการยับย้ังการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่จําเป็นต้องใช้
กลูโคสในการเจริญเติบโต (glucose fermenters) 
ซึ่งใน TCBS จะมีเฉพาะนํ้าตาลซูโครส (sucrose) 
เท่าน้ัน (Hervert el al., 2016)  แต่ที่ น่าสนใจคือ
จากงานวิจัยของ Woodring (2012) และ Kumaran 
(2010) พบว่าแบคทีเรียบางชนิดที่มักก่อโรคในปลา
กะพงและสามารถเจริญเติบโตบน TCBS agar ได้แก่ 
Aeromonas spp. (Woodring et al., 2012) และ 
Pseudononas spp. (Kumaran et al., 2010) เป็น
ต้น  ดั ง น้ันจึ งจํ า เ ป็นที่ จะ ต้องตรวจ วิ นิจฉั ย ใน
ห้องปฏิบัติการเพ่ิมเติม ว่าแบคทีเรียที่ก่อโรคในปลา
กะพงจากฟาร์มที่เก็บตัวอย่างน้ัน คือ แบคทีเรียใน
สกุลวิบริโอ ซึ่งปัจจุบันมีชุดตรวจสําเร็จรูปเพ่ือใช้ใน

การจําแนก species ของแบคทีเรียโดยตามโปรไฟล์
ผลทดสอบทางชีวเคมี เช่น API (Analytical Profile 
Index) และอีกวิธีหน่ึงที่มีการใช้อย่างแพร่หลายใน
ปัจจุบันคือ PCR เป็นต้น (Kaysner และ  DePaola, 
2004) 

จากผลการย้อมสีแกรมและตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์พบว่าแบคทีเรียทุกตัวอย่างมีลักษณะเป็น
แท่ง โค้งเล็กน้อย ย้อมติดสีแดงซึ่งจัดเป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ  (gram negative curved rod bacteria) 
(รูปที่ 1 D) และจากการตรวจทางชีวเคมีเบ้ืองต้น 
ไ ด้ แ ก่  catalase test และ  oxidase test พบ ว่ า
โคโลนีของแบคทีเรียทั้งหมดที่เตรียมได้ 128 โคโลนี 
ให้ผลบวกต่อการทดสอบดังกล่าว นอกจากน้ียังพบว่า
แบคทีเรียที่สุ่มมา 25% น้ันมีการสลายเม็ดเลือดแดง
บน blood agar ทั้งหมด ซึ่งทําให้ทราบว่าตัวอย่าง
แบคทีเรียที่ได้น้ันสามารถสร้าง exotoxin บางชนิด 
ที่สามารถทําลายผนังเซลล์เม็ดเลือดแดงได้ (Zhang 
and Austin, 2004) ดังตารางที่ 1 

เมื่อนําโคโลนีของแบคที เรียทั้ งหมด 128 
โคโลนี มาทดสอบคุณสมบัติการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือที่
แตกต่างกันพบว่าที่ความเข้มข้น 0% ของ NaCl ไม่มี
โคโลนีจากตัวอย่างใดเจริญขึ้นบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
ส่วนการทดสอบที่ความเข้มข้น 2% และ 4% ของ 
NaCl พบว่าทุกตัวอย่างมีโคโลนีที่เจริญอยู่ในช่วง 30-
300 โคโลนีซึ่งคิดเป็น 100% ขณะที่ เมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลวที่มีความเข้มข้นของ NaCl 
เท่ากับ 6% พบว่าตัวอย่างที่มีโคโลนีเจริญอยู่ในช่วง 
30-300 โคโลนี มีทั้งหมด 40 ตัวอย่าง ซึ่งคิดเป็น 
31.25%  และที่ความเข้มข้นของ NaCl เท่ากับ 8% 
พบว่าตัวอย่างที่มีโคโลนีเจริญอยู่ในช่วง 30-300 
โคโลนี มีทั้ งหมด 6 ตัวอย่าง ซึ่ งคิดเป็น 4.69%  
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รูปที่ 1 ปลากะพงที่พบรอยโรคบริเวณผิวหนัง (A) และปลาที่ตายในบ่อเลี้ยง (B) โคโลนีของแบคทีเรียที่
เจริญเติบโตบน TCBS agar (C) รูปร่างเซลล์แบคทีเรียที่ย้อมสีแกรมเมื่อตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
ที่กําลังขยาย 1000 เท่า (D) 
 
ตารางที่ 1 ผลการทดสอบ catalase test oxidase test  gram stain และ blood hemolysis test ของ
แบคทีเรียสกุลวิบริโอ 

Sample สีโคโลนีบน  
TCBS agar 

Gram stain Catalase test Oxidase test Hemolysis test 

Green Yellow + - + - + - + - 
128 bacterial colonies 46 82 0 128 128 0 128 0 32 0 
Percent (%) 36%  64%  0 100% 100% 0 100% 0 100%  

 
ส่วนการทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียใน
อาหารเหลวท่ีความเข้มข้นของ NaCl เท่ากับ 10% 
น้ันพบว่าไม่มีโคโลนีจากตัวอย่างใดเจริญขึ้นบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ (รูปที่ 2 A) ดังน้ันจึงอาจยืนยันได้ว่า
แบคทีเรียที่แยกได้จากปลากะพงขาวเป็นแบคทีเรีย

ในสกุลวิบริโอเนื่องจากแบคทีเรียมีความต้องการ 
NaCl ใ น ก า ร เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต  โ ด ย เ ฉ พ า ะ  V. 
parahaemolyticus ต้องการ NaCl ที่ความเข้มข้น
ระหว่าง 1-8% ในการเจริญเติบโต (Whitaker et al., 
2010) 
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รูปที่ 2 จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียสกุลวิบริโอที่พบในอาหารเลี้ยงเช้ือและเปอร์เซ็นต์ (%) เมื่อทดสอบด้วย
การเลี้ยงในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ NaCl ที่ 0% ถึง 10% (A) และผลทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพ
ของแบคทีเรียสกุลวิบริโอที่แยกได้จากปลากะพงขาวโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ (B) 
 
ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความไวรับของแบคทีเรียสกุลวิบริโอต่อยาต้านจุลชีพ 
Antimicrobial agent Number of 

bacterial isolate 
Result 

Susceptible 
(S) 

% Intermediate 
(I) 

% Resistant 
(R) 

% 

Cephalexin 128 59 46.1 30 23.44 39 30.47 
Sulfa-trimethoprim 128 95 74.22 2 1.56 31 24.22 
Chloramphenicol 128 106 82.81 21 16.41 1 0.78 
Tetracycline 128 106 82.81 12 9.38 10 7.81 
Oxytetracycline 128 94 73.44 3 2.34 31 24.22 
Nalidixic 128 6 4.69 21 16.41 101 78.91 
Ampicillin 128 6 4.69 21 16.41 101 78.91 
หมายเหตุ: % คือ ร้อยละของจํานวนแบคทีเรียท่ีตอบสนองต่อยาต้านจุลชีพเม่ือทดสอบด้วย disc diffusion test 
  

จากผลการทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพ
ทั้ งหมด 7 ชนิด ด้วยวิ ธี disc diffusion test พบว่า
แบคทีเรียทั้ งหมด 128 โคโลนี  ให้ผลความไวรับ 
(susceptible)  ต่อยาต้านจุลชีพทั้ ง 4 ชนิด ได้แก่  
tetracycline เ ท่ า กั บ  82. 81% chloramphenicol 
เท่ากับ 82.81% sulfamethoxazole-trimethoprim 
เท่ากับ 74.22% และ oxytetracycline เท่ากับ 73% 
ตามลําดับ ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียสกุลวิบริโอ
ที่แยกได้จากหอยแครง (สุดสายชล และธดาภรณ์ , 

2549) แต่อย่างไรก็ตามพบว่าแบคทีเรียให้ผลทดสอบ
ความไวรับในระดับที่ตํ่าถึงปานกลาง (resistant) ต่อยา
ต้านจุลชีพทั้ งหมด 3 ชนิด คือ ampicillin เท่ากับ 
78.91 % nalidixic เท่ากับ 35.16 % และ cephalexin 
เท่ากับ 30.47 % ตามลําดับ (ตารางที่ 2 และรูปที่ 2 B) 
ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการรายงานของ Damir et al. 
(2013) และ Ottaviani et al. (2001) ที่สํารวจพบว่า 
Vibrio alginolyticus และ Vibrio cholerae ตามลําดับ 
น้ัน ให้ผลความไวรับต่อยาต้านจุลชีพทั้งสามชนิด 
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สรุปผลการทดลอง 
แบคทีเรียที่เก็บได้จากรอยโรคของปลากะพง

ขาวในฟาร์มที่อยู่ในเขตพ้ืนที่อําเภอพระสมุทรเจดีย์  
จังหวัดสมุทรปราการน้ันเป็นแบคทีเรียในสกุลวิบริโอ 
ส่วนผลการทดสอบความไวรับของแบคทีเรียต่อยา
ต้านจุลชีพทั้ง 7 ชนิด โดยพบว่าแบคทีเรียให้ผลความ
ไ ว รั บ  ต่ อ ย า ต้ า น จุ ล ชี พ ทั้ ง  4 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  
tetracycline, chloramphenicol, sulfamethoxazole-
trimethoprim และ oxytetracycline ตามลําดับ และ
พบว่าแบคทีเรียให้ผลความไวรับในระดับตํ่าถึงปาน
กล า ง  ต่ อ ย า ต้ า นจุ ล ชี พทั้ ง ห มด  3 ช นิ ด  คื อ 
ampicillin, nalidixic และ cephalexin ตามลําดับ  
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