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Abstract: Bacterial fish diseases cause huge economic loss to the aquaculture business. An accurate and rapid 
diagnosis is essential for disease prevention and treatment. This study aimed to apply traditional and PCR-RFLP 
means for fish pathogen identification. It was found that the bacterial disease outbreak in cultured fish in 
northern Thailand were the results of mixed infections since some bacteria were simultaneously isolated from 
infected fish. The common bacteria were Flavobacterium columnare, Aeromonas sp. and Streptococcus sp. 
Clinical signs, gross morphological changes, and wet mount could be used to identify some bacterial infection. 
PCR-RFLP is just another molecular tool for the identification of pathogenic bacteria which is more suitable to 
detect a viral infection. However, disease prevention by good management practices are needed as it is 
extremely difficult for fish disease treatment. 
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ค าน า 
 

ปัจจุบันการเลี ย้งปลานิลสร้างรายได้และ
ก่อให้เกิดอุตสาหกรรมต่อเนื่องมากมาย ผลผลิตปลานิล
ในประเทศไทยมีอตัราการขยายตวัเพิ่มขึน้เฉลี่ยร้อยละ 7 
ตอ่ปี แต่ปี พ.ศ. 2558 มีผลผลติประมาณ 196,614 ตนั ซึ่ง
ลดลงประมาณ 4% เมื่อเทียบกับปี พ.ศ. 2557 (เกวลิน, 
2559) อย่างไรก็ตาม ในช่วงปีที่ผา่นมาธุรกิจการเลีย้งปลา
นิลประสบปัญหาอากาศร้อนจัด และภัยแล้งท าให้ขาด
แคลนน า้ ภูมิอากาศที่แปรปรวนมีผลกระทบรุนแรงต่อลกู
ปลาวยัอ่อน (คณนา, 2559) รวมทัง้ปัญหาโรคระบาดจาก
เชื อ้แบคที เรีย  ส ร้างความเสี ยหายอย่ างต่ อเนื่ อง 
โดยเฉพาะโรคเห งือกเน่ า  ซึ่ งมี สาเหตุมาจากเชื อ้ 
Flavobacterium columnare ท าให้ปลาเกิดโรคคอลัม          
น า ริ ส  ( columnaris) (Grabowski et al., 2004; 
Decostere et al., 1997) แล้วยังพบโรคที่ เกิดจากเชื อ้ 
Aeromonas sp. และโรคตาโปนที่เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย 
Streptococcus sp. แบคทีเรียที่พบบ่อยเหล่านีย้ังสร้าง
ความเสียหายให้กับการเลีย้งปลาดุก กบ และปลาน า้จืด
อื่น ๆ และมกัพบบ่อยในบ่อที่เลีย้งด้วยอาหารสดหรือการ
เลีย้งแบบผสมผสาน ซึ่งเชือ้ตัวนีจ้ะอาศัยอยู่ในแหล่งน า้
อยู่แล้วโดยเฉพาะแหลง่ที่มีสารอินทรีย์สงู ความเครียดไม่
ว่าจะเป็นการขนส่ง การเคลื่อนย้าย ปริมาณออกซิเจนที่
ต ่า การให้อาหารที่ไม่ดี การมีปรสิตเกาะเป็นจ านวนมาก 
ล้วนแต่เป็นสาเหตุเหนี่ยวน าให้ปลาติดเชือ้แบคทีเรีย           
(ชนกนัต์, 2548) Ismail et al. (2016) รายงานว่า อณุหภมูิ
ที่สงูขึน้ท าให้แบคทีเรียเจริญได้ดีและมีผลตอ่การยอ่ย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สลายสารอาหารในน า้ โดยเฉพาะอาหารท่ีเหลือและสิ่ง
ขับถ่ายจากปลา ท าให้เกิดปริมาณแอมโมเนียในน า้ที่
สงูขึน้ตามไปด้วย ซึ่งการป้องกนัการระบาดของโรค ท าได้
โดยการลดความบอบช า้จากการจบัและคดัขนาดปลา ไม่
เลีย้งปลาหนาแน่น เฝ้าระวงัอย่าให้ปริมาณออกซิเจนใน
น า้ต ่า (Bullock et al., 1986) ในขณะที่อณุหภมูิต ่าในช่วง
ฤดูหนาวทางภาคเหนือ จะมีผลต่อการเจริญเติบโตและ
ผลผลติของปลานิล (เกตนุภสั และคณะ, 2556) 

มี รายงานความ เสี ยหายจากโรคติ ด เชื อ้
แบคทีเรียเหล่านี เ้ป็นระยะ ๆ ทั่วประเทศไทย ส่งผลให้
เกษตรกรมีความเสี่ยงต่อการขาดทนุ Dong et al. (2015) 
สาม ารถแยก เชื ้อจ ากปลานิ ลที่ เป็ น โรค ระบาด 
ประกอบด้วยแบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ F. columnare, A. 
veronii, P. shigeloides, S. agalactiae และ V. cholera 
และ ไวรัส 1 ชนิด คือ Iridovirus การวินิจฉัยโรคที่ถูกต้อง 
แม่นย าและรวดเร็วมีความส าคัญอย่างยิ่ง ซึ่งการตรวจ
วินิจฉัยโรคปลานิลอาจจะตรวจสอบจากอาการของโรค 
การตรวจลกัษณะของเชือ้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ลกัษณะ
ของโคโลนีของเชือ้ที่เจริญบนอาหาร ลกัษณะทางชีวเคมี 
การย่อยสลายน า้ตาลชนิดต่าง ๆ ซึ่งท าโดยบุคลากรที่มี
ความช านาญและใช้เวลานานในการแยกเชือ้ให้บริสุทธ์ิ 
ปัจจุบนัได้มีการน าเทคโนโลยีชีววิทยาโมเลกุลเข้ามาเป็น
ส่วนส าคัญในการวินิจฉัยโรคติดเชือ้แบคทีเรีย ไม่ว่าจะ
เป็นเทคนิคพีซีอาร์ (Altinok et al., 2008) เทคนิคพีซีอาร์-
อาร์เอฟแอลพี (Beaz-Hidalgo et al., 2010) หรือเทคนิค
พีซีอาร์-ดีจีจีอี (Ji et al., 2004) โดยเฉพาะเทคโนโลยีใน
การเพิ่มจ านวนและวิเคราะห์ล าดับ DNA จะมีความไว 

บทคัดย่อ: โรคติดเชือ้แบคทีเรียสร้างความเสยีหายให้กบัธุรกิจเพาะเลีย้งสตัว์น า้จ านวนมาก การตรวจวินิจฉยัโรคที่ถกูต้อง
และรวดเร็วจะมีสว่นช่วยในการปอ้งกนัรักษาโรคสตัว์น า้ งานวิจยันีเ้ป็นการจ าแนกเชือ้แบบดัง้เดิมเปรียบเทียบกบัการตรวจ
ด้วยวิธีพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี จากการศึกษา พบว่า การตายของปลาในฟาร์มเพาะเลีย้งปลาในภาคเหนือของประเทศไทย 
เกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรียหลายชนิด เพราะสามารถแยกเชือ้ได้หลายชนิดพร้อมกนั ซึง่เชือ้แบคทีเรียที่พบบ่อยที่สดุ คือ 
Flavobacterium columnare, Aeromonas sp. และ Streptococcus sp. เชือ้แบคทีเรียบางชนิดสามารถตรวจสอบได้จาก
อาการของปลาที่ติดเชือ้แบคทีเรีย หรือการท าสไลด์เปียก (wet mount) การใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี เป็นเพียงตวั
ช่วยเพื่อยืนยนัชนิดของเชือ้โรค ซึง่น่าจะเหมาะสมส าหรับการตรวจเชือ้ไวรัสแฝงมากกว่า อยา่งไรก็ตาม การปอ้งกนัโรคโดย
การบริหารจดัการเลีย้งที่ดีเป็นสิง่ที่จ าเป็น เนื่องจากการรักษาโรคสตัว์น า้ท าได้ยาก 
 
ค าส าคัญ: โรคปลา การตรวจวินิจฉยั Flavobacterium columnare, Aeromonas sp., Streptococcus sp. 

วารสารเกษตร 33(3): 427 - 435 (2560) 

ที่สูงขึน้ท าให้แบคทีเรียเจริญได้ดีและมีผลต่อการย่อย            
. 
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ถกูต้องและแม่นย าสงู การศึกษานีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพื่อ
การตรวจวินิจฉัยเชือ้แบคทีเรียก่อโรคที่ระบาดในฟาร์ม
ปลาใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี จาก 16s rDNA เป็น
ตวัช่วยเพื่อจ าแนกและยืนยันชนิดของเชือ้ก่อโรคในปลา
นิล Darwish and Ismaiel (2005) รายงานว่า ยีน  16S 
rDNA เป็นยีนที่มีวิวัฒนาการน้อยหรือตัง้อยู่ในบริเวณ
อนุรักษ์ (a highly conserved gene) ท าให้สามารถใช้ใน
การจ าแนกชนิดแบคทีเรียได้ โดยข้อมูลที่ได้อาจจะช่วย
อธิบายสายพนัธุ์และความรุนแรงของเชือ้ที่ศกึษา 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
แบคทีเรีย 

บนัทึกอาการของปลาที่เป็นโรคจากฟาร์มเลีย้ง
ในกระชังและบ่อดินพื น้ที่ภาคเหนือของประเทศไทย 
จากนัน้แยกเชื อ้แบคที เรียจากปลา โดยข้อมูลของ
แหลง่ที่มาแสดงไว้ในตารางที่ 1 จ าแนกเชือ้แบคทีเรียจาก
ลกัษณะรูปร่างเซลล์ และคุณสมบัติทางชีวเคมีเบือ้งต้น 
เชื ้อแบคที เรียถู ก เลี ย้ งในอาหาร  tryptic soy agar 
(TSA)(Difco TM),  tryptic soy broth (TSB)(Difco TM), 
modified ordal agar (MOA) และ modified ordal broth 
(MOB) และบ่มที่อุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 24-72 ชั่วโมง 
รวมจ านวนทัง้หมด 7 ตัวอย่าง ดังรายละเอียดในตาราง           
ที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การสกัด DNA จากเชือ้แบคทีเรีย 
ท าการสกัด genomic DNA จากเชือ้แบคทีเรีย

ด้ ว ย  genomic DNA mini kit (Invitrogen) ต า ม วิ ธี ที่
แนะน าโดยบริษัท และน าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากการ
สกัดไปหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพด้วยเคร่ืองวัด
การดูดกลืนแสง Spectrophotometer (Nanodrop 1000 
spectophometer, Thermo Scientific, USA) 
 
การท า polymerase chain reaction (PCR) 

ท าการคัดลอกชิน้ส่วนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ 
16s rDNA จาก genomic DNA ที่สกดัได้ โดยท าปฏิกิริยา
ในปริมาตร 25 µl ประกอบด้วย Dreamtaq green PCR 
master mix 12.5 µl, forward primer 27F 1 µl, reverse 
primer 1492R 1 µl, nuclease-free water 9.5 µl แ ล ะ 
DNA template 1 µl และเพิ่ มปริมาณชิน้ส่วนยีน 16s 
rDNA ให้มีปริมาณมากพอส าหรับใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่ polymerase chain reaction (PCR) ด้วย 
specific primers โดยมีล าดบัเบส ได้แก่ 

27F-5‘ AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’ 
1492R-5‘ CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT 3’ 
หม าย เห ตุ  M = A or C และ  expected PCR 

product มีขนาด 1470 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. List of bacterial strains collected from diseased fish 
Isolate source Fish farming date 
BT1 Black tilapia, Srigun farm, Sansai, Chiang Mai   pond 10 January 2015 
BT2 Black tilapia, Um-pon farm, Sansai, Chiang Mai pond 15 February 2015 
BT3 Black tilapia, Terapong farm, Sansai, Chiang Mai pond 2 March 2015 
RT1 Red tilapia, Jaturong farm, Chun, Phayao cage 22 April 2015 
RT2 Red tilapia, Sompong farm, Chun, Phayao cage 22 April 2015 
S36 Black tilapia, Faculty of Fisheries Technology 

and Aquatic Resources, Maejo University, 
Chiang Mai 

pond 20 December 2014 

AF Black tilapia, Faculty of Fisheries Technology 
and Aquatic Resources, Maejo University, 
Chiang Mai 

pond 20 December 2014 

 

การตรวจวินิจฉัยเชือ้แบคทเีรียก่อโรคที่ระบาดในฟาร์มปลานิล 
โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี 
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ท าการเพิ่มปริมาณ DNA ในเคร่ือง T100™ 
Thermal Cycler โด ย  thermocycle program โด ย บ่ ม 
PCR reaction ที่อณุหภมูิ 94 °C นาน 2 นาที เพื่อเตรียมดี
เอ็นเอต้นแบบให้แยกเป็นดีเอ็นเอสายเดียวอย่างสมบรูณ์ 
(initial denaturation) จากนัน้จึงเร่ิมปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR 
จ านวน 30 รอบ โดยเร่ิมจากอุณหภูมิ 94 °C นาน 2 นาที 
เพื่อให้ดีเอ็นเอเสยีสภาพแยกเป็นสายเดียว(denaturation) 
จากนัน้ลดอณุหภมูิลงเหลือ 60 °C นาน 45 วินาที เพื่อให้
สายดี เอ็นเอต้นฉบับจับแบบจ าเพาะกับไพรเมอร์ 
(annealing) แล้วจึงเพิ่มอุณหภูมิอีกครัง้ที่ 72 °C นาน 2 
นาที เพื่อให้เกิดการเพิ่มความยาวให้สายนิวคลีโอไทด์ 
(extension) เมื่อปฏิกิริยาลกูโซ่ PCR ก่อนสิน้สดุปฏิกิริยา
ให้คงอุณหภูมิที่  72 °C นาน 5 นาที  เพื่ อให้ เกิดการ
สัง เค ราะห์ ดี เอ็ น เอสายใหม่ อย่ างสมบู รณ์  ( final 
extension) 
 
เทคนิค PCR-Restriction Fragment Length 
Polymorphism 

ในปฏิกิริยาการตดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอ ด้วยเอนไซม์ 
Hae III ปริมาตร 20 µl ประกอบด้วย Hae III enzyme 
(Thermo scientific,Thailand) 1.5 µl, 10x Buffer 
restriction 1.5 µl, nuclease-free water 11 µl และ PCR 
reaction mixture 6 µl จากนัน้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 2-16 ชั่วโมง และยบัยัง้การท างานของเอนไซม์
โดยบ่มที่อุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบ
รูปแบบของขนาดของแถบดีเอ็นเอ ที่ เกิดจากการตัด
จ า เพ า ะ ด้ ว ย  restriction enzyme Hae III โด ย น า 
digested PCR product ไป  run ใน  1.5% agarose gel         
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

electrophoresis วิเคราะห์ภายใต้รังส ีultraviolet ในเคร่ือง 
Gel Doc™ XR+ and ChemiDoc™ XRS+ imaging 
systems 

 
ผลการศึกษา 

 
ลักษณะอาการของปลาที่ เป็นโรคติดเชื อ้

แบคทีเรีย F. columnare อย่างรุนแรง จะพบว่า ปลาจะ
ลอยหัวขึน้บริเวณผิวน า้หรือบริเวณที่มีการเติมอากาศ 
เหงือกเน่าโดยมีลักษณะคล้ายดินตะกอนเกาะบริเวณ
เหงือก (ภาพที่ 1) เมื่อตัดบริเวณเหงือกไปส่องภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ จะเห็นกลุ่มของแบคทีเรียรูปท่อนยาว 
รวมตัวกันมีลกัษณะคล้ายกองฟาง (ภาพที่ 2) ในขณะที่
ลกัษณะเด่นของปลาที่ติดเชือ้แบคทีเรีย Streptococcus 
spp. ตาโปน ขุ่นขาว มีการตกเลือดเป็นจุดเล็ก ๆ ตาม
ล าตวัหรือบริเวณตา บางตัวจะว่ายน า้ควงสว่าน (ภาพที่ 
3) ส่วนปลาที่ติดเชือ้แบคทีเรีย Aeromonas spp. มักจะ
เป็นการติดเชือ้แบบฉวยโอกาส หลงัจากบอบช า้จากการ
ลากอวนหรือการจบั (ภาพที่ 4) หากน าแบคทีเรียไปย้อมสี
แกรม จะเห็นแบคที เรีย F. columnare เป็นแบคที เรีย            
แกรมลบติดสีชมพู มีเป็นลกัษณะแท่งยาว สว่นแบคทีเรีย 
Aeromonas sp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบเช่นเดียวกนัแตจ่ะ
สัน้กว่า ในขณะที่  Streptococcus spp. เป็นแบคทีเรีย          
แกรมบวกรูปร่างกลมติดสนี า้เงิน (ภาพที่ 5) 

เชือ้แบคทีเรียก่อโรคที่แยกจากปลาที่เป็นโรค
จากแหลง่ต่าง ๆ ทัง้หมด 7 เชือ้ จ าแนกชนิดโดยใช้เทคนิค 
PCR-RFLP โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Hae III  จะพบว่า
รูปแบบการตัดแบ่ งออกเป็น 3 กลุ่ม  (ภาพที่  6) คื อ                  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 1 The appearance of necrosis gills infected by Flavobacterium columnare infections 
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Figure 2. A wet mount of infected tissues observed under light microscopy (40x), the bacteria show a 
slow gliding movement, gathering into characteristic column-like masses or “haystacks” 

Figure 3. Pin-point petechial hemorrhaging and exophthalmia caused by Streptococcus infection 

Figure 4. Ulcer on skin of Aeromonas secondary infection 
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การปรากฏแถบ 3 แถบ ขนาด 317, 210 และ 180 bp ซึ่ง
สอดคล้องกบัเชือ้แบคทีเรีย F. columnare ปรากฏแถบ 2 
แถบขนาด 1109 และ 346 bp ซึ่ งสอดคล้องกับเชื อ้
แบคที เรีย Streptococcus sp. และการปรากฏแถบ 4 
แถบ ขนาด 683, 629, 248 และ 170 bp ซึ่งสอดคล้องกับ
เชือ้แบคทีเรีย Aeromonas sp. จึงแสดงให้เห็นว่า เทคนิค 
PCR-RFLP ในการวิจัยนี ้สามารถแยกสายพันธุ์ของเชือ้
ก่อโรคออกเป็น 3 ชนิด และผลการแยกสายพันธุ์ เชือ้ก่อ         
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
โรคในปลาโดยเทคนิค PCR-RFLP สอดคล้องกับการ
วินิจฉยัโรคจากผู้ เช่ียวชาญ 

 
วิจารณ์ 

 
จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าทุกตวัอย่างเชือ้

แบคทีเรียให้แถบ DNA ที่ 1470 bp และเมื่อน าผลิตภณัฑ์
พีชีอาร์มาตดัด้วย Hae III enzyme จะพบรูปแบบของการ
ตัดเป็น 3 แบบ (ภาพที่ 6) คือการปรากฏของแถบ DNA 

(a)   (b)  (c) 

Figure 5. Morphological characteristics of a: Flavobacterium columnare b: Streptococcus sp. and c: 
Aeromonas sp. (100x) 

Figure 6. RFLP pattern after of the PCR-amplification products with the restriction enzyme, Hae III,  
Lane 1-5 = PCR-RFLP product of Flavobacterium columnare (BT1, BT2, BT3, RT4 และ RT2) 
Lane 6 = PCR-RFLP product of Streptococcus sp. (S36) 
Lane 7 = PCR-RFLP product of Aeromonas sp. (AF) 
M = 100 bp marker 
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ขนาด 317, 210 และ 180 bp ซึ่ งสอดคล้องกับ เชื อ้
แบคทีเรีย F. columnare ปรากฏของแถบ DNA ขนาด 
1109 และ 346 bp ซึ่ งสอดคล้องกับ เชื อ้แบคที เรีย 
Streptococcus sp. และปรากฏของแถบ DNA ขนาด 839, 
629, 248 และ 170 bp ซึ่งสอดคล้องกับเชือ้แบคทีเรีย
Aeromonas sp. จึงแสดงให้เห็นวา่ เทคนิค PCR-RFLP ใน
งานวิจัยนี  ้สามารถแยกสายพันธุ์ ของเชือ้แบคที เรีย
ออกเป็น 3 ชนิดได้อย่างชัดเจน และผลการแยกชนิดของ
เชือ้แบคทีเรียโดยเทคนิค PCR-RFLP นัน้ท าได้รวดเร็วกว่า 
การแยกชนิดเชือ้โดยวิธีเดิม ๆ ท่ีต้องรอให้ได้เชือ้บริสุทธ์ิ
ก่อนที่จะไปจ าแนกโดยการใช้เทคนิคทางชีวเคมี 

การศึกษาครัง้นีไ้ม่พบความแตกต่างของเชื อ้
แบคทีเรีย F. columnare เมื่อทดสอบโดยวิธี PCR-RFLP 
แสดงให้เห็นว่าเชือ้ดังกล่าวไม่มีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม อย่างไรก็ตาม เชือ้ที่ใช้มีเพียง 5 ไอโซเลต สว่น
เชื อ้แบคที เรีย Aeromonas spp. และ Streptococcus 
spp. ที่ใช้ในการศึกษาครัง้นีม้ีเพียงชนิดละ 1 ไอโซเลต 
ดังนัน้จึ งมีความเป็นไปได้ว่า หากใช้ เทคนิคนี ต้รวจ
วินิจฉยัโรคที่มีสาเหตจุากเชือ้แบคทีเรีย Aeromonas spp. 
และ Streptococcus spp. แล้วอาจไม่ได้ผลเช่นเดียวกับ
การทดลองนี ้ โดย เฉพาะอย่ างยิ่ ง เชื อ้ แบคที เรีย 
Streptococcus spp. ที่ปัจจุบนัพบว่ามีอย่างน้อย 2 ชนิด
ที่ก่อโรคในปลานิล คือ S. iniae และ S. agalactiae และ
เฉพาะเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ที่พบว่ามีอย่างน้อย 2 
ซีโรไทป์ ท่ีพบว่าเป็นสาเหตุของโรคในปลานิลที่เลีย้งใน
ประเทศไทย 

ปลาติดที่ เชื อ้แบคที เรีย F. columnare หาก
อาการรุนแรงสามารถตรวจสอบได้จากลกัษณะภายนอก
ของปลา หรือขูดบริเวณรอยโรคหรือตัดชิ น้เนื อ้ไปดู
ลกัษณะการรวมตวัของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
ชาญณรงค์ (2559) กล่าวว่าการจ าแนกโรคท าได้โดย
สงัเกตจากอาการและรอยโรค การท าการเพาะแยกและ
พิสจูน์เชือ้แบคทีเรีย และการตรวจสอบหาเชือ้ก่อโรคโดย
ใช้เทคนิคทางอณชีูววิทยา เช่น เทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่โพลี่
เมอเรส [polymerase chain reaction (PCR) technique] 
ชนกันต์ (2556) กล่าวว่าอาการทางคลินิกของปลาที่ติด
เชือ้แบคทีเรีย F. columnare ล าตัวปลามีสีด่างซีดเป็น
แถบ ๆ มีเมือกมาก ครีบและเหงือกกร่อน อาจมีสีเหลือง

เกิ ดขึ น้บ ริ เวณ บาดแผล ปลาที่ ติ ด เชื อ้แบคที เรีย 
Aeromonas sp. จะว่ายน า้เฉ่ือยชา ไม่กินอาหาร ครีบ
กร่อน มีการตกเลือด เกิดบาดแผล ท้องบวม ตบัเหลืองมี
การตกเลือดบริเวณล าไส้ จะท าให้ปลามีบาดแผลตาม
ล าตวั ปลาที่ติดเชือ้จะแสดงอาการรุนแรงแบบเฉียบพลนั 
โดยมีลกัษณะท้องมาน บวมน า้ และเป็นแผลตืน้เรือ้รังหรือ
ตายภายในระยะเวลา 3-5 วนั (Angka et al., 1995) และ
ป ล าที่ เ ชื ้อ ติ ด เชื ้อ แบ ค ที เรี ย ส เต รป โต ค อคคั ส 
(Streptococcus spp.) จะมีตาขุ่นขาวและโปน ไม่ค่อย
วา่ยน า้ ลอยนิ่ง บางตวัว่ายน า้ควงสว่าน ช่องขบัถ่ายบวม
แดง มีหนองแทรกอยู่ ในกล้ามเนื อ้ ตับและม้ามซีด 
เนื่องจากการตายของเซลล์ในอวัยวะดังกล่าว สามารถ
แยกเชือ้ได้จากสมองเช่นกนั (นิลบุล และคณะ, 2549) 

จากการศึกษาครัง้นีไ้ม่พบความแตกต่างของ
สายพันธุ์เชือ้แบคทีเรีย F. columnare เนื่องจากไม่พบว่า 
เอนไซม์ตัดให้เกิดแถบดีเอ็นเอเพิ่มเติม แสดงว่า การ
พฒันาวคัซีนป้องกันโรคนี ้อาจจะเป็นไปได้ เนื่องจากไม่
พบความหลากหลายทางพนัธุกรรม อย่างไรก็ตาม ควรมี
การศกึษาเพิ่มเติมถึงความแตกต่างทางพนัธุกรรมของเชือ้
ที่แยกจากพืน้ที่อื่น ๆ ในประเทศไทย นอกจากนีค้วรศกึษา
ถึงความไว (sensitivity) ของการตรวจเชือ้แบคทีเรียด้วย 
 

สรุป 
 

เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี (PCR-RFLP) เป็น
เทคนิคที่ใช้ในการจ าแนกเชือ้แบคทีเรียที่มีความถูกต้อง 
รวดเร็วและแม่นย า โดยเชือ้ก่อโรคที่ท าการศึกษาครัง้นี ้มี 
3 ชนิด คือเชือ้แบคทีเรีย Flavobacterium columnare, 
Aeromonas sp. และ Streptococcus sp. 
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