
Vet Integr Sci Wongsathein  et al. Vet Integr Sci. 2018; 16(3): 271-284

Veterinary Integrative Sciences

271

Veterinary Integrative Sciences 2018; 16(3): 271-284

Vet Integr Sci

Veterinary Integrative Sciences
ISSN; 2629-9968 (online)

Website; www.vet.cmu.ac.th/cmvj

Research article 

Identification and characterization of Streptococcus agalactiae 
recovered from farmed tilapia in Chiang Mai

Dilok Wongsathein1,*, Nantachat Kaewngernsong2, Sayamon Raksri2, Rutch Khattiya1, 
Teerapong Potha3 and Sukolrat Boonyayatra1

1Department of Food Animal Clinic, Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100, Thailand
2Graduate Program in Veterinary Science, Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100, Thailand

3Central Laboratory, Faculty of Veterinary Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50100, Thailand

Abstract
Streptococcus agalactiae is a bacterial pathogen affecting farmed tilapia losses. In this study, five bacterial samples were 
recovered from farmed tilapia in Chiang Mai. They were identified and characterized by standard conventional methods, 
Lancefield serogrouping, biochemical assay with API 20 STREP, confirmed S. agalactiae and capsular typing by PCR. 
Bacterial growth and antibiotic susceptibility were also investigated. The results showed that all isolates were Gram-posi-
tive cocci, mostly in long chains, white colonies measuring 1-2 mm and grow from 28 to 37 oC at 24-48 h. They appeared 
β-hemolysis, non-motile, catalase and oxidase negative, CAMP test positive but no grow at higher than 2% NaCl and sero-
group B. The biochemical profiles showed some differences in reactions while all the PCR samples were confirmed as         
S. agalactiae serotype III. The bacterial growth were similar including lag phase at 0-3 h, log phase at 3-12 h, stationary 
phase at 12-54 h and death phase after 54 h. In addition, the isolates were susceptible to oxytetracycline, sulphamethoxazole/
trimethoprim, enrofloxacin, amoxycillin, penicillin and chloramphenicol.
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บทนำ�ำ

	 Streptococcus agalactiae (synonym S. difficile) เป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่สำ�ำคัญใน

สัตว์น้�้ำำ ซึ่งก่อให้เกิดโรค Streptococcosis ในปลาหลายชนิด โดยเฉพาะปลานิล ทำ�ำให้เกิดความเสียหาย

ในระดับฟาร์มและอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงปลานิลทั่วโลก เช่น โคลัมเบีย จีน บราซิล มาเลเซีย และ

ไทย (Iregui et al., 2016; Li et  al., 2014; Mian et al., 2009; Alsaid et al., 2013; Suanyuk et al., 

2008) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อมีความแตกต่างกัน อาจขึ้นกับสาย

พันธุ์ (strain) ของเชื้อ ชนิดของปลา สภาพแวดล้อม คุณภาพน้�้ำำ และภูมิประเทศที่แตกต่างกัน (Evans et 

al., 2002; Bowater et al., 2012; Rodkhum et al., 2011) ซึ่งปัจจัยดังกล่าวอาจมีความสัมพันธ์และ

ส่งผลกับการก่อโรคหรือความรุนแรงของโรคที่เกิดขึ้น อาการและรอยโรคที่มักพบในปลาป่วย คือ ว่ายน้�้ำำ

ผดิปกต ิสูญเสยีการทรงตวั ลำ�ำตวัสคีล้�้ำำ ตาขุ่นและโปน ตกเลอืดบรเิวณแผ่นปิดเหงอืก ครบีและลำ�ำตวั ม้ามโต 

มีของเหลวในช่องท้อง หรือตับซีด (Austin and Austin, 2007)

	 เชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae มีลักษณะและคุณสมบัติบางประการที่คล้ายคลึงกับเชื้อแบคทีเรีย

ที่อยู่ในวงศ์ (Family) เดียวกัน เช่น S. iniae, Lactococcus sp. และ Enterococcus sp. (Austin and 

Austin, 2007) ดังนั้นการจำ�ำแนกชนิด ลักษณะและทราบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวจึงเป็นสิ่งที่

สำ�ำคัญและจำ�ำเป็นอย่างยิ่งต่อการวินิจฉัยโรค การรักษา การป้องกันและควบคุมโรค Streptococcosis ใน

ปลานิลได้อย่างถูกต้อง เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ ปัจจุบันการจำ�ำแนกชนิด ลักษณะและคุณสมบัติของ

เช้ือแบคทีเรียดังกล่าวให้ถูกต้องและแม่นยำ�ำต้องอาศัยหลักการวินิจฉัยขั้นพื้นฐานไปจนถึงทางด้านอณู

ชีววิทยา (Meiri-Bendek et al., 2002; Buller, 2004; Austin and Austin, 2007; Azad et al., 2012)   

	 S. agalactiae เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม (cocci) เรียงตัวเป็นคู่หรือสายโซ่สั้น ไม่

เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์หรือแคปซูล ไม่สร้างเอนไซม์คาตาเลสและออกซิเดส เจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

trypticase soy agar (TSA) และ blood agar (BA) ที่อุณหภูมิ 28-35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 

ชั่วโมง โคโลนีมีลักษณะขาวขุ่น กลม ขอบเรียบ นูนเล็กน้อย ขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.1–1 

มิลลิเมตร สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ได้ทั้งแบบแอลฟ่า (α), เบต้า (β) และแกรมม่า 

(γ) ให้ผลบวกเมื่อทดสอบด้วย (Christie–Atkins–Munch-Petersen; CAMP) test (Buller, 2004; Aus-

tin and Austin, 2007) คุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของเอนติเจนที่ผนังเซลล์ของเชื้อ (lancefield’s group 

antigen) จัดอยู่ใน group B (group B Streptococcus; GBS) จากทั้งหมด 20 กลุ่ม ได้แก่ group A–V 

ยกเว้น I และ J (Evans et al., 2002; El-Huneidi et al., 2007; Austin and Austin, 2007) ส่วน

คุณสมบัติทางชีวเคมี ความทนทานต่ออุณหภูมิและความเค็ม รวมทั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

(bacterial growth) และความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะมีความแตกต่างกันขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อ (Ev-

ans et al., 2002) ซึ่งสายพันธุ์ของเชื้อ S. agalactiae สามารถจำ�ำแนกออกได้เป็น 10 สายพันธุ์ โดยอาศัย

คุณสมบัติของเอนติเจนที่ผิวแคปซูล (capsular typing) ได้แก่ Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII และ IX 

(Slotved et al., 2007)

	 การศกึษาครัง้นีเ้พือ่ทำ�ำการจำ�ำแนกชนดิ ลกัษณะและคณุสมบตั ิ รวมทัง้ยนืยนัตวัอย่างของเชือ้

แบคทเีรยีทีแ่ยกได้จากปลานลิป่วยในฟาร์มจงัหวดัเชยีงใหม่ เพือ่จะนำ�ำไปสู่การพฒันาและเพิม่ประสทิธภิาพ

การตรวจวนิจิฉยัโรค การรกัษา การป้องกนัและควบคมุโรคในปลานลิได้อย่างถกูต้องและเหมาะสมต่อไป 

   

อุปกรณ์และวิธีการ
	

การจำ�ำแนกชนิดและลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย 
	นำ �ำตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย จำ�ำนวน 5 ตัวอย่าง ที่แยกได้จากไตส่วนหน้า ม้าม หรือสมองของปลา

นิลป่วยจากฟาร์มในจังหวัดเชียงใหม่ จำ�ำนวน 3 ฟาร์ม (Table 1) ทำ�ำการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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TSA และ BA ที่ผสมเลือดแกะความเข้มข้นร้อยละ 5 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

จากนั้นทำ�ำการศึกษาลักษณะของโคโลนี ได้แก่ สี ขนาด รูปร่าง การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ BA ลักษณะของเชื้อด้วยการย้อมสีแกรม การเคลื่อนที่ การสร้างเอนไซม์คาตาเลสและ

ออกซิเดส และการทดสอบ CAMP test (Buchanan and Gibbons, 1974; Sneath et al., 1986; Fre-

richs and Millar, 1993) จากนั้นทำ�ำการทดสอบคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของเอนติเจนที่ผนังเซลล์ด้วยชุด

ทดสอบ lancefield serogrouping (Oxoid, England) ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemical 

test) ด้วยชุดทดสอบ API 20 STREP (BioMerieux® SA, France) ทดสอบคุณสมบัติความทนทาน (tol-

erance test) ของเชื้อแบคทีเรียต่ออุณหภูมิที่ 4, 15, 28, 37 และ 45 องศาเซลเซียส และความเค็มที่ 1, 

2, 3, 5 และ 6.5% NaCl จากนั้นทำ�ำการเก็บตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ทั้ง 5 ตัวอย่างไว้ในอาหารเลี้ยง

เชื้อ brain heart infusion broth (BHI) ที่ผสม glycerol ความเข้มข้นร้อยละ 15 ที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส เพื่อรอนำ�ำไปใช้ในการศึกษาขั้นตอนต่อไป

Table 1 Number of bacterial samples from infected farmed tilapia in Chiang Mai

Sample Farm Date Farm type Fish spp. Sex Age (month) Sampled organ

1 1 9 June 2014 Cage Red tilapia Male 6 Anterior kidney

2 2 21 August 2014 Cage Red tilapia Male 4 Anterior kidney

3 3 9 June 2015 Pond Nile tilapia Male 5 Brain

4 3 9 June 2015 Pond Nile tilapia Male 5 Anterior kidney

5 3 9 June 2015 Pond Nile tilapia Male 5 Spleen

การยืนยันชนิดและจำ�ำแนกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิคพอลิเมอเรสเชนรีแอชัน 

การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย 
	 เชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่าง ถูกนำ�ำมาสกัดดีเอ็นเอ ด้วย GF-1 Bacterial DNA extraction kit 
(NucleoSpin® Tissue, Germany) โดยนำ�ำเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำ�ำมาปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 ×g เป็นเวลา 2 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง นำ�ำก้อนเซลล์ที่ได้ไปเจือจางกับสาร buffer R1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นนำ�ำมาทำ�ำให้
เซลล์แตกโดยเติม lysozyme (50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เซลล์ที่ผ่านการย่อยแล้วจะถูกนำ�ำมาปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ 10,000 ×g เป็นเวลา 
3 นาที แล้วนำ�ำก้อนเซลล์ที่ได้มาละลายใน buffer R2 แล้วเติม proteinase K ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จากนั้นนำ�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นเติม buffer BG แล้วเขย่าจน
ได้สารละลายใส แยกดีเอ็นเอจากตัวอย่างด้วยการเติม absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลง
ในสารละลาย จากนั้นย้ายสารละลายไปเติมลงใน DNA binding column ทำ�ำการปั่นเหวี่ยงอีกรอบแล้ว
ล้างคอลัมน์ด้วย wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ซึ่งดีเอ็นเอจะเกาะติดที่คอลัมน์ จากนั้นแยก
ดีเอ็นเอออกจากคอลัมน์โดยเติม elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอที่ได้จะถูกนำ�ำไปเก็บแช่
แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการทำ�ำพีซีอาร์ต่อไป

การยืนยันชนิดของเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิคพอลิเมอเรสเชนรีแอชัน
	นำ �ำตัวอย่างดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่าง มายืนยันชนิด (species) ด้วยเทคนิค          
พีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ V1: 5’-TTTGGTGTTTACACTAGACTG-3’ และ V2: 5’-TGTGTTAATTACTCT-
TATGCG-3’ ดังที่เคยมีรายงานไว้ในการศึกษาก่อนหน้านี้ (Meiri-Bendek et al., 2002) โดยปฏิกิริยาพีซี
อาร์จะประกอบไปด้วย 2x Taq Master Mix (Vivantis Technologies, Selangor Darul Ehsan, Ma-
laysia) ไพรเมอร์ V1 และ V2 และดีเอ็นเอของตัวอย่างที่สกัดไว้ จากนั้นทำ�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
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เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler; Bio-Rad, USA) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 นาที เพื่อเริ่มแยกดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยว (initial denaturation) จากนั้นจึงเริ่มปฏิกิริยาพีซี
อาร์จำ�ำนวน 5 รอบ โดยเริ่มจากอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที เพื่อให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ
และแยกออกเป็นสายเดี่ยว (denaturation) จากนั้นลดอุณหภูมิลงเหลือ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 
วินาที เพื่อให้สายดีเอ็นเอแม่แบบจับกับไพรเมอร์ที่จำ�ำเพาะ (annealing) แล้วจึงเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเป็น 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที เพื่อเป็นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากปลายของไพรเมอร์ให้ยาวขึ้น 
(extension) จากนั้นทำ�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์อีกครั้ง จำ�ำนวน 20 รอบ โดยใช้อุณหภูมิในการแยกสายของดีเอ็น
เอแม่แบบที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที จากนั้นลดอุณหภูมิลงเป็น 46 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 วินาที เพื่อให้ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอแม่แบบ และเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเป็น 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 วินาที เพื่อสังเคราะห์ดีเอ็นเอให้ยาวขึ้น ก่อนสิ้นสุดปฏิกิริยาพีซีอาร์ จะคงไว้ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่อย่างสมบูรณ์ (final exten-
sion) จากนั้นผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ได้จะถูกนำ�ำมาแยกหาดีเอ็นเอด้วยเทคนิค agarose gel elec-
trophoresis โดยดูผลจากการย้อมสีด้วย ethidium bromide ซึ่งผลผลิตปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ได้จะต้องมี
ขนาด 120 คู่เบส จึงจะยืนยันชนิดของเชื้อได้ว่าเป็น S. agalactiae

การจำ�ำแนกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค multiplex PCR
	นำ �ำผลผลติของปฏกิิรยิาพซีอีาร์ของตัวอย่างเช้ือแบคทเีรียทัง้ 5 ตวัอย่าง มาจำ�ำแนกสายพนัธุโ์ดย
อาศยัคณุสมบตัขิองเอนตเิจนทีผ่วิแคปซูล (capsular typing) ด้วยเทคนคิ multiplex PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
(Table 2)  ทีเ่คยมรีายงานการศกึษาก่อนหน้านี ้(Poyart et al., 2007) 

Table 2 Specific primers for multiplex PCR 

Primer name Sequence (5’->3’) Gene target Amplicon size (bp)

Ia-F GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC cps1a 521 and 1826

Ia-R GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC

Ib-F TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC cps1b 770

Ib-R GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG

II-F GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG cps2 397

II-R TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG

III-F TCCGTACTACAACAGACTCATCC cps1a/2/3 1826

III-R AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC

IV-F GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT cps4 578

IV-R CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT

V-F GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA cps5 701

V-R AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT

VI-F GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA cps6 487

VI-R CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC

VII-F CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT cps7 371

VII-R GCTGGTCGTGATTTCTACACA

VIII-F AGGTCAACCACTATATAGCGA cps8 282

VIII-R TCTTCAAATTCCGCTGACTT
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การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
	นำ �ำตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ทั้ง 5 ตัวอย่าง เพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA บ่มที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ทำ�ำการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว จำ�ำนวน 1 โคโลนี ใส่ลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ trypticase soy broth (TSB) ที่มีปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทำ�ำการเทอาหารเลี้ยงเชื้อ (transfer) ใส่ลงไปในขวดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 

ปริมาตร 150 มิลลิลิตร แล้วนำ�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จากนั้นทำ�ำการเก็บตัวอย่างอาหารเลี้ยง

เชื้อ TSB ปริมาตรครั้งละ 1.5 ml ณ ชั่วโมงที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 48, 54, 72 และ 96 

ตามลำ�ำดับ ตัวอย่างที่ได้นำ�ำไปวัดค่าดูดกลืนแสง (optical density) ที่ความยาวคลื่นแสง 610 นาโนเมตร 

และตรวจนับจำ�ำนวนแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ด้วยวิธี drop plating technique หรือวิธี Miles 

& Misra method (Miles et al., 1938)

การทดสอบความไวของเชื้อแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะ
	ทำ �ำการทดสอบความไวของตัวอย่างเชือ้แบคทเีรยีต่อยาปฏชีิวนะด้วยวิธ ีdisc diffusion method 

(MacFaddin, 1980) โดยนำ�ำตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ทั้ง 5 ตัวอย่าง ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 

ขูดลงใน 0.9% sterile  NSS (Normal saline solution) แล้วทำ�ำการปรับความขุ่นของสารละลายเชื้อให้

ได้ค่าความขุ่นของสารละลายมาตรฐาน McFarland เบอร์ 0.5 จากนั้นใช้ไม้พันสำ�ำลี (cotton swab) ฆ่า

เชื้อจุ่มสารละลายเชื้อแล้วป้ายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ mueller hinton agar (MHA) ให้ทั่วผิวหน้าอาหาร 

หลังจากนั้นใช้ปากคีบ (forceps) ฆ่าเชื้อคีบแผ่นยาปฏิชีวนะมาตรฐาน ได้แก่ อ๊อกซีเตตร้าไซ-คลิน (30 

มิลลิกรัม) ซัลฟาเมโทซาโซล/ไตรเมโทพริม (25 มิลลิกรัม) เอ็นโรฟล็อกซาซิน (5 มิลลิกรัม) อะม็อกซีซิลลิน 

(10 มิลลิกรัม) เพนิซิลลิน (10 ยูนิต) และคลอแรมฟินิคอล (30 มิลลิกรัม) วางลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ทำ�ำการวัดวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นภายหลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

แล้วทำ�ำการแปลผลตามตารางมาตรฐานของการแปลผลความไวของยาปฏิชีวนะ 

	

ผลการศึกษา

การจำ�ำแนกชนิดและลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย
	 ตัวอย่างแบคทีเรียที่แยกได้จากไตส่วนหน้า ม้าม หรือสมองของปลานิลป่วยทั้ง 5 ตัวอย่าง จาก

จำ�ำนวน 3 ฟาร์ม พบว่าสามารถเจริญเติบโตได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA และ BA เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรม

บวก รูปร่างกลม เรียงตัวเป็นสายสั้น โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูนเล็กน้อย ขอบเรียบ ขนาดเล็กประมาณ 1-2 

มิลลิเมตร เจริญได้ดีภายใน 24-48 ชั่วโมง ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis ไม่เคลื่อนที่         

ไม่สร้างเอนไซม์คาตาเลสและออกซิเดส ให้ผลบวกต่อ CAMP test เจริญได้ดีที่ช่วงอุณหภูมิ 28-37 องศา

เซลเซียส แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่ความเค็มมากกว่า 2% และคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของเอนติเจนที่ผนัง

เซลล์จัดอยู่ในกลุ่ม serogroup B (Table 3)  
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	ส ่วนผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่าง มีความแตก

ต่างกันเล็กน้อย โดยพบว่าให้ผลบวก (positive) ต่อ voges proskauer, hydrolysis,  alkaline phos-

phatase, leucine aminopeptidase, arginine dihydrolase, ribose (ยกเว้น ตัวอย่างที่ 4 และ 5) 

และ trehalose และให้ผลลบ (negative) ต่อ β-glucosidase hydrolysis, pyrolidonyl arylami-

dase, α-Galactosidase, β-Giucuronidase, β-Galactosidase, arabinose, manitol,  sorbitol, 

lactose, inulin, raffinose, amidon และ glycogen ตามลำ�ำดับ (Table 4)

Table 3 Phenotypic characteristic of bacterial sample from infected farmed tilapia in Chiang Mai

Test Bacterial sample

1 2 3 4 5

Growth on TSA + + + + +

Growth on BA + + + + +

Haemolysis β β β β β
Gram staining + + + + +

Cell morphology Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci

Motility - - - - -

Catalase production - - - - -

Oxidase production - - - - -

Lancefield’s group B B B B B

Growth on TSB at :

     4˚C - - - - -

     15˚C - - - - -

     28˚C + + + + + 

     37˚C + + + + + 

     45˚C - - - - -

Growth on TSB in :

     1% NaCl + + + + +

     2% NaCl + + + + +

     3% NaCl - - - - -

     5% NaCl - - - - -

     6.5% NaCl - - - - -

CAMP test + + + + +

Identification: + = positive, - = negative
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การยืนยันชนิดและจำ�ำแนกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิคพอลิเมอเรสเชนรีแอชัน
	 จากตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่าง พบว่าสามารถยืนยันได้ว่าตัวอย่างทั้งหมดเป็นเชื้อ

แบคทีเรีย S. agalactiae และจัดอยู่ในกลุ่ม III (serotype III) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ที่

จำ�ำเพาะกับเชื้อ S. agalactiae และ capsular typing serotype III ซึ่งมีผลผลิต พีซีอาร์ ขนาด 120 คู่เบส 

(Figure 1) และขนาด 1826 คู่เบส (Figure 2) ตามลำ�ำดับ

Table 4 Biochemical characteristic of bacterial sample from infected farmed tilapia in Chiang Mai

Biochemical

reactions/enzymes

Bacterial sample

1 2 3 4 5

Voges proskauer + + + + +

Hydrolysis + + + + +

β-glucosidase hydrolysis - - - - -

Pyrolidonyl arylamidase - - - - -

α-Galactosidase - - - - -

β-Giucuronidase - - - - -

β-Galactosidase - - - - -

Alkaline phosphatase + + + + +

Leucine aminopeptidase + + + + +

Arginine dihydrolase + + + + +

Ribose + + + - -

Arabinose - - - - -

Manitol - - - - -

Sorbitol - - - - -

Lactose - - - - -

Trehalose + + + + +

Inulin - - - - -

Raffinose - - - - -

Amidon - - - - -

Glycogen - - - - -

Identification: + = positive, - = negative
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Figure 1 1.5% Agarose gel showing the amplification products of Streptococcus agalactiae 

using the V1 and V2 primers from 16S rRNA gene to yielded 120 bp. Lanes 1 & 8, DNA 

ladder; Lanes 2-6, Bacterial samples number 1-5 respectively; Lane 7, negative control

Figure 2 1.5% Agarose gel showing the amplification products of Streptococcus agalactiae 

using the III-F and III-R primers from cps gene to yielded 1826 bp. Lanes 1 & 8, DNA ladder; 

Lanes 2-6, Bacterial samples number 1-5 respectively; Lane 7, negative control 
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Figure 3 Growth curve of the bacterial samples at 28 oC, showing of the OD
610 nm

 versus 

time

Figure 4 Growth curve of the bacterial samples at 28 oC, showing the typical phase of 

growth of the number viable cells versus time

การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
	 ผลการวัดค่าดูดกลืนแสง พบว่าตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่าง มีค่าค่อยๆ เพิ่มสูงขึ้นใน

ชั่วโมงที่ 0-3 จากนั้นจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในชั่วโมงที่ 3-12 แล้วไม่พบการเปลี่ยนแปลงภายหลังชั่วโมงที่ 

12 (Figure 3) ส่วนผลการตรวจนับจำ�ำนวนแบคทีเรียของตัวอย่างเชื้อทั้งหมด พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน 

โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คือ ระยะที่ 1 เรียกว่า lag phase (ชั่วโมงที่ 0-3) ระยะที่ 2 เรียกว่า 

log phase (ชั่วโมงที่ 3-12) ระยะที่ 3 เรียกว่า stationary phase (ชั่วโมงที่ 12-54) และระยะที่ 4 เรียก

ว่า death phase (ชั่วโมงที่ 54 เป็นต้นไป) ตามลำ�ำดับ (Figure 4)
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วิจารณ์

	 การศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันได้ว่าตัวอย่างแบคทีเรียทั้งหมดเป็นเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม group 

B Streptococcus (GBS) หรือเชื้อ Streptococcus agalactiae จากลักษณะทางกายภาพ คุณสมบัติ

ทางชีวเคมีและคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของเอนติเจนที่ผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียที่มีความคล้ายคลึงกัน 

ซึ่งมีเพียงเชื้อ S. agalactiae ชนิดเดียวเท่านั้นที่จัดอยู่ในกลุ่มนี้ (Evans et al., 2002) โดยมีความแตก

ต่างกบัแบคทเีรยีชนดิอืน่ทีอ่ยูใ่นวงศ์ (Family) เดยีวกนัทีม่ลีกัษณะและคณุสมบตัใิกล้เคยีงกนั เช่น S. iniae 

ที่ไม่ถูกจัดอยู่ใน Lancefield’s group ใด เนื่องจากไม่มีคุณสมบัติทางซีรั่มวิทยาของแอนติเจนที่ผนังเซลล์ 

ตั้งแต่ group A ถึง V (Elder et al., 1995) หรือเชื้อ Lactococcus sp. และ Enterococcus sp. ที่ถูก

จัดอยู่ในกลุ่ม Group N และ D ตามลำ�ำดับ (Buller, 2004) 

	 การทดสอบคณุสมบัตคิวามทนทาน (tolerance test) ของเชือ้แบคทีเรยีต่ออุณหภมู ิ ความเค็ม

และค่าความเป็นกรดด่าง สามารถช่วยแยกความแตกต่างของเช้ือทีม่ลีกัษณะและคณุสมบตัทิีใ่กล้เคยีงกนักบั

เช้ือ S. agalactiae ขัน้พืน้ฐานได้ ซึง่เชือ้แบคทเีรยีแต่ละชนิดหรอืสายพันธุจ์ะมคีวามสามารถทนทานทีแ่ตก

ต่างกัน การศกึษาคร้ังนีพ้บว่าเชือ้ S. agalactiae ทัง้หมดสามารถเจรญิได้ดีในช่วงอณุหภมู ิ 28-37 องศา

เซลเซยีส แต่ไม่สามารถเจรญิได้ทีค่วามเคม็มากกว่า 2% NaCl ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Kayansamru-

aj et al. (2014) ทีพ่บการตดิเช้ือ S. agalactiae ในปลานลิ (Oreochromis niloticus) ทีอ่ณุหภมิู 28 และ 

35 องศาเซลเซียส แต่แตกต่างจากเชือ้ S. agalactiae ทีแ่ยกได้จากปลานลิแดงในจงัหวดัสงขลาทีส่ามารถ

เจรญิได้ทีช่่วงอณุหภมู ิ 4-40 องศาเซลเซยีส ความเคม็ร้อยละ 6.5-10 และค่าความเป็นกรดด่าง  9.6 (Su-

anyuk et al., 2008) นอกจากนีเ้ชือ้ในกลุม่ Lactococcus sp. และ Enterococcus sp. สามารถเจรญิได้ที่

อณุหภูมสิงูถงึ 45 องศาเซลเซยีส และความเคม็ร้อยละ 6.5 (Elder et al., 1999; Evans et al. 2009) 

ความไวของเชื้อแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะ
	 ตวัอย่างเช้ือแบคทเีรยีทัง้หมดมีความไวต่อยาปฏชีิวนะทัง้ 6 ชนดิทีน่ำ�ำมาทดสอบ คือ อ๊อกซีเตตร้าไซคลิน 

ซัลฟาเมโทซาโซล/ไตรเมโทพริม เอ็นโรฟล็อกซาซิน อะม็อกซีซิลลิน เพนิซิลลิน และคลอแรมฟินิคอล (Ta-

ble 5) 

Table 5 Antibiotic susceptibility of bacterial samples from infected farmed tilapia in Chiang Mai

Antibiotics The number of sample

1 2 3 4 5

Oxytetracycline (OT); 30 mg s s s s s

Sulphamethoxazole/Trimethoprim (SXT); 25 mg                  s s s s s

Enrofloxacin (ENR); 5 mg          s s s s s

Amoxycillin (AML); 10 mg s s s s s

Penicillin (P); 10 unit s s s s s

Chloramphenicol (C); 30 mg s s s s s

Identification: s=bacterial susceptible
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	 ดงันัน้การใช้เทคนคิพซีอีาร์ ด้วยไพรเมอร์ทีจ่ำ�ำเพาะจะทำ�ำให้สามารถระบแุละยนืยนัชนดิของเชือ้

แบคทเีรยีได้อย่างถกูต้องและแม่นยำ�ำมากขึน้ จากการศกึษาครัง้นีพ้บว่าผลผลติพซีอีาร์ จากตวัอย่างทัง้หมด

มขีนาด 120 คูเ่บส ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Meiri–Bendek et al. (2002) ซึง่ผลผลติพซีอีาร์ อาจมี

ความแตกต่างกนัออกไปขึน้กบัสายพนัธุข์องเชือ้แบคทเีรีย หรอืชนดิของปลา ยกตวัอย่างเช่น มกีารศกึษา

พบว่าผลผลติพซีอีาร์ ของเชือ้ S. agalactiae ทีแ่ยกได้จากปลาจะละเมด็ขาว (Pampus argenteus) มี

ขนาด 194 คูเ่บส (Azad et al., 2012) และปลานลิแดง (Oreochromis spp.) มขีนาด 1457 คูเ่บส (Ab-

dullah et al., 2013) นอกเหนอืจากนีเ้ทคนคิพซีอีาร์ ยงัช่วยจำ�ำแนกสายพนัธุข์องเชือ้แบคทเีรยีได้อกีด้วย 

ซึง่จากผลการทดลองพบว่าตวัอย่างเชือ้แบคทีเรยี S. agalactiae ทีแ่ยกได้จากปลานลิป่วยในจงัหวดั

เชยีงใหม่ทัง้หมด จดัอยูใ่น serotype III ซึง่เหมอืนกนักบัปลานลิทีป่่วยในจงัหวดัสงขลาและสมทุรปราการ 

แต่แตกต่างกนักบัปลานลิทีป่่วยในจงัหวดัสรุาษฏร์ธาน ี นครศรธีรรมราช เพชรบรุ ี กาญจนบรุ ี สพุรรณบรุี 

อยธุยาและนครปฐม ซึง่จดัอยูใ่น serotype Ia (Suanyuk et al., 2008) 

	 การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย โดยทั่วไปแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คือ ระยะที่ 1 (lag 

phase) เป็นระยะท่ีแบคทีเรียปรับตัวเข้าส่สภาวะแวดล้อมใหม่ ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงของจำ�ำนวน

แบคทีเรียน้อยมาก ระยะที่ 2 (log phase หรือ exponential phase) เป็นระยะที่เชื้อแบคทีเรียปรับตัว

เข้ากับสิ่งแวดล้อมได้ทำ�ำให้มีการเพ่ิมจำ�ำนวนอย่างรวดเร็ว ระยะที่ 3 (stationary phase) เป็นระยะที่เชื้อ

แบคทีเรียมีอัตราการเจริญและอัตราการตายใกล้เคียงกัน ประกอบกับปริมาณอาหารเล้ียงเชื้อที่เริ่มลด

ลง จากการใช้ในการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย และระยะที่ 4 (dead phase หรือ phase of decline) 

เป็นระยะทีเ่ชือ้แบคทเีรยีมอีตัราการตายมากกว่าอตัราการเจริญ เนือ่งจากมกีารสะสมของเสียจากกจิกรรม

ของเชือ้แบคทเีรยีทีถ่กูปล่อยออกมาเพิม่ขึน้ประกอบกบัปรมิาณอาหารเลีย้งเชือ้ลดน้อยลง จงึทำ�ำให้จำ�ำนวน

ของแบคทเีรยีทีม่ชีวีติลดน้อยลงอย่างเหน็ได้ชดั ซึง่หากทราบลกัษณะการเจรญิเตบิโตทีแ่ท้จรงิของเชือ้จะ

ช่วยให้สามารถนำ�ำไปใช้ในการศกึษาอืน่ต่อไปได้อย่างถกูต้อง จากผลการทดลองพบว่าเชือ้แบคทเีรยีทัง้ 5 

ตวัอย่างมกีารเจรญิเตบิโตทีค่ล้ายคลงึกนั อย่างไรกต็ามการเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยีแต่ละชนดิอาจมี

ความแตกต่างกนัได้ โดยเฉพาะช่วงระยะเวลาของแต่ละระยะ ซึง่อาจขึน้อยูก่บัอณุหภมูทิีใ่ช้ ชนดิอาหาร

เลีย้งเชือ้ ปรมิาณเชือ้ทีใ่ช้ ขัน้ตอนหรอืวธิกีาร (Gross et al., 1995; Tortora et al., 2007)

	 การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาปฏิชีวนะเป็นส่ิงหน่ึงที่สำ�ำคัญและจำ�ำเป็นอย่างยิ่งต่อการเลือก

ใช้ยาในรักษาโรคที่ถูกต้องเหมาะสม (Abuseliana et al., 2010) เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิด/สาย

พันธุ์จะมีความไวต่อยาปฏิชีวนะที่แตกต่างกันออกไป ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ S. aga-

lactiae serotype III ที่แยกได้จากปลานิลป่วยในจังหวัดเชียงใหม่มีความไวต่อยาปฏิชีวนะอ๊อกซีเตตร้าไซ

คลิน ซึ่งเหมือนกันกับเชื้อ S. agalactiae serotype Ia ที่แยกได้จากปลานิลในจังหวัดสุราษฏร์ธานี 

นครศรีธรรมราช เพชรบุรี กาญจนบุรี สุพรรณบุรี อยุธยา และนครปฐม ในขณะที่มีความแตกต่างจากเชื้อ 

S. agalactiae ที่แยกได้จากปลานิลในจังหวัดสงขลาและสมุทรปราการ ที่จัดอยู่ใน serotype III เหมือน

กัน ซึ่งดื้อต่อยาปฏิชีวนะเตเตร้าไซคลิน (Suanyuk et al., 2008) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของการ

รักษาโรคอาจจะต้องร่วมกับการใช้ปริมาณยา ระยะเวลาที่ใช้ วิธีการให้ที่ถูกต้อง และการจัดการที่ดี

สรุป

	 เชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ตัวอย่างที่แยกได้จากไตส่วนหน้า ม้าม หรือสมองของปลานิลดำ�ำหรือแดงที่

ป่วยในกระชังหรือบ่อดินในฟาร์มจังหวัดเชียงใหม่ จำ�ำนวน 3 ฟาร์ม พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม 

β-haemolytic group B Streptococcus  (GBS) หรือเชื้อ Streptococcus agalactiae serotype III 

ซึ่งสามารถเจริญได้ดีที่ช่วงอุณหภูมิ 28-37 องศาเซลเซียส ภายใน 24-48 ชั่วโมง แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่
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