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บทคัดย่อ 
  โรคÿเตรปโตคอคโคซ ิÿม ีÿาเĀตุ มาจากการต ิดเช ื ้อแบคท ีเร ียÿ เตรปโตคอคคัÿ 
(Streptococcus sp.) เป็นĀนึ่งในÿาเĀตุใĀ้เกิดการป่üยและการตายในปลาที่มีคüามรุนแรง และ

ÿ่งผลกระทบต่ออุตÿาĀกรรมการเพาะเลี้ยงปลานิล การüินิจฉัยที่รüดเร็üและมีประÿิทธิภาพจึงจำเป็น

ในการจัดการกับโรคนี้ในการเพาะเลี้ยงปลานิล จึงประยุกต์ใช้เทคนิค Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) ในการตรüจĀาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลานิล โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อ

ยีน cfb ของเชื้อ Streptococcus agalactiae ในการทดÿอบคüามไüและคüามจำเพาะเพื่อตรüจĀา

เชื้อ S. agalactiae และใช้เทคนิคแลมป์เพ่ือทดÿอบในตัüอย่างเĀงือกปลาที่ผÿมกับเชื้อ S. agalactiae 
จากการýึกþา พบü่า จากการแยกเชื้อ S. agalactiae จากปลานิล ผลการýึกþาลำดับนิüคลีโอไทด์

ของยีน 16s rDNA ด้üยคู่ไพรเมอร์ 518F/800R ÿามารถยืนยันผลของเชื้อ S. agalactiae ผลของ

การทดÿอบคüามไüด้üยเทคนิคแลมป์ พบü่าÿามารถตรüจพบเชื้อ S. agalactiae ที่คüามเข้มข้นของ

ดีเอ็นเอต่ำที ่ÿุดที ่ 8x10-5 ng/ µl และจากผลการทดÿอบคüามจำเพาะ พบü่าไพรเมอร์ที ่ใช้มี

คüามจำเพาะต่อเชื้อ S. agalactiae โดยไม่มีปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น นอกจากนี้ การ

ใช้เทคนิคแลมป์เพื่อตรüจÿอบการติดเชื้อ S. agalactiae ในตัüอย่างเĀงือกปลานิล พบü่าÿามารถ

ตรüจÿอบการติดเชื้อ S. agalactiae ได้ที่ 1.5x101 ถึง 1.5x107 CFU/ml จากผลการýึกþาแÿดงใĀ้

เĀ็นü่าเทคนิคแลมป์ (LAMP) เป็นüิธีที ่ใช้ในการตรüจĀาเชื ้อ S. agalactiae ในปลานิลได้อย่าง

รüดเร็üและแม่นยำ แม้จะมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้นต่ำ ÿามารถนำเทคนิคนี้ไปประยุกต์ใช้ในการ

จัดการและคüบคุมโรคในอุตÿาĀกรรมการเพาะเลี้ยงÿัตü์น้ำได้ 
 
คำÿำคัญ : เทคนิคแลมป์ (LAMP), Streptococcus agalactiae, ปลานิล, การตรüจĀาเชื้อ, ยีน cfb 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ข 
 

 
 

Title  Application of Loop-mediated isothermal amplification   
  (LAMP) technique to detect Streptococcus agalactiae in  
  Tilapia 
Student  Miss Darika Saensing Student ID 63050477 
           Miss Trirat Phongnongno Student ID 63050478 
Degree                             Bachelor of Science (จุลชีüüิทยาอุตÿาĀกรรม)  
Department                  Biology  
School                           Science 
University                   King Mongkut’s Institute of Technology Ladkrabang  

(KMITL)                                   
Academic Year             2023 
Advisor                     Asst. Prof. Dr. Worakrit Worananthakij 
 

Abstract 
Streptococcosis, caused by infection with Streptococcus sp., is a major cause 

of serious illness and death in tilapia, significantly affecting the tilapia farming 
industry. Rapid and effective diagnosis is essential for managing this disease in 
tilapia farming. The Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) technique was 
used to detect pathogenic bacteria in tilapia. Primers specific for the cfb gene of 
Streptococcus agalactiae were used to test the sensitivity and specificity for 
detecting S. agalactiae. Fish gill samples mixed with S. agalactiae were also used 
to detect S. agalactiae in tilapia. 16S rDNA nucleotide sequence studies with the 
primer pair 518F/800R were able to confirm the presence of S. agalactiae. LAMP 
test results showed that S. agalactiae could be detected at low DNA concentrations 
up to 8x10-5 ng/µl, and  specificity test results indicated that the primers used were 

specific to S. agalactiae without cross-reactivity with other bacteria. Additionally, 
by detecting S. agalactiae infection in tilapia gill samples, it was found that              
S. agalactiae infection could be detected at concentrations ranging from 1.5x101 
to 1.5x107 CFU/ml. The results demonstrated that the LAMP technique is a rapid 
and accurate method for detecting S. agalactiae in tilapia, even with low initial 
bacterial counts. It can be effectively applied to disease management and control 
in the aquaculture industry. 
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บทท่ี 1  
บทนำ  

 
1.1  คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  
 ปลานิลเป็นÿัตü์น้ำที่มีคüามÿำคัญทางเýรþฐกิจของประเทýไทย และเป็นแĀล่งรายได้ÿำĀรับ

ผู้ประกอบการเกþตรอย่างมาก อย่างไรก็ตาม ปริมาณผลผลิตปลานิลมีแนüโน้มเพ่ิมขึ้นในช่üง 10 ปีที่

ผ่านมา แต่มีแนüโน้มลดลงในปี 2566 โดยพบü่าการเพาะเลี้ยงปลานิลในระบบที่Āนาแน่นจะเผชิญกับ

ปัญĀาĀลัก คือการจัดการระบบเลี้ยง และปัญĀาทางÿุขภาพของปลาที่มีคüามÿัมพันธ์กับเชื้อโรคที่มา

จากเชื้อแบคทีเรีย Āนึ่งในปัญĀาใĀญ่คือการติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus spp. ที่ทำใĀ้เกิดโรคÿ

เตรปโตคอคโคซิÿ (Streptococcosis) ซึ่งเป็นÿาเĀตุใĀ้ปลามีคุณภาพต่ำĀรือตาย ปัญĀาเĀล่านี้ÿ่งผล

กระทบอย่างมากต่ออุตÿาĀกรรมประมงทั้งในด้านปริมาณและคุณภาพ เช่น การติดเชื้อแบคทีเรียทำ

ใĀ้ราคาขายลดลงและค่าใช้จ่ายเพ่ิมขึ้น เนื่องจากการรักþาโรคในปลาจากเชื้อแบคทีเรียอาจต้องใช้ยา

และÿารเคมี นอกจากนี้ยังมีผลกระทบต่อÿิ่งแüดล้อม เช่น การปล่อยเชื้อแบคทีเรียและÿารพิþเข้าÿู่

แĀล่งน้ำ ทำใĀ้คุณภาพของน้ำเÿื่อมลงและÿ่งผลกระทบต่อÿิ่งมีชีüิตอ่ืนในแĀล่งน้ำ 
 การตรüจĀาเชื้อก่อโรคในปลาÿามารถทำได้Āลายüิธี ได้แก่ การตรüจทางจุลพยาธิüิทยา เป็น

üิธีพื้นฐานที่ใช้ในการตรüจĀาเชื้อก่อโรคในปลา โดยนำตัüอย่างจากปลาที่ÿงÿัยü่าติดเชื้อมาตรüจ

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์ เพ่ือดูลักþณะของเชื้อโรค ซึ่งเป็นüิธีที่ใช้ง่าย ÿะดüก และราคาไม่แพง แต่อาจ

มีคüามไüต่ำ เนื่องจากไม่ÿามารถตรüจพบเชื้อโรคท้ังĀมดได้, การตรüจทางชีüเคมี เป็นüิธีที่ใช้ÿารเคมี

Āรือเอนไซม์เพ่ือตรüจĀาÿารที่เกี่ยüข้องกับเชื้อโรค ซึ่งมีคüามไüและจำเพาะÿูง แต่อาจมีคüามซับซ้อน

และใช้เüลานาน และการตรüจทางพันธุýาÿตร์ เช่น การทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรÿ (PCR) เพ่ือ

ตรüจĀา DNA Āรือ RNA ของเชื้อโรค ซึ่งที่มีคüามไüและจำเพาะÿูงที่ÿุด แต่อาจมีคüามซับซ้อนและ

ราคาแพง และเทคนิคแลมป์ เป็นเทคนิคท่ีคล้ายกับ PCR แต่ใช้ÿารเคมีและอุปกรณ์ท่ีเรียบง่ายกü่า ทำ

ใĀ้ÿะดüกและราคาไม่แพงเท่า PCR เทคนิคนี้มีคüามไüและจำเพาะใกล้เคียงกับ PCR 
 เทคนิคแลมป์ Āร ือ loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป ็นเทคนิคที่

ÿามารถเพิ ่มปริมาณÿารพันธุกรรมทั้ง DNA และ RNA ที่อุณĀภูมิในช่üง 60-65 องýาเซลเซียÿ 

ÿามารถเพิ่มปริมาณÿารพันธุกรรมได้ถึง 1000 ล้าน (109) เท่า ภายในเüลา 1 ชั่üโมง เทคนิคแลมป์

เป็นเทคนิคตรüจĀาÿารพันธุกรรมของตัüเชื้อ เช่นเดียüกับเทคนิค PCR และ Realtime-PCR โดย 

LAMP มีคüามไüในการตรüจüัด (sensitivity) ÿูงกü่า PCR และอาจเทียบเท่า Realtime-PCR และ

เนื่องจากเทคนิคแลมป์มีคüามจำเพาะ (specificity) กับตัüเชื้อÿูง (ÿüทช, 2564) มีขั้นตอนการตรüจ

ไม่ยุ่งยาก ใช้งานง่าย และใช้เครื่องมือราคาไม่แพง ปัจจุบันได้มีการนำเทคนิคแลมป์ มาพัฒนาและ

ประยุกต์ใช้ในการตรüจĀาเชื้อในผู้ป่üย Āรือผู้ที่ÿงÿัยü่ามีการติดเชื้อไüรัÿและแบคทีเรียอย่างต่อเนื่อง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

2 

เช่น เชื้อ HIV เชื้อüัณโรค เชื้อโคüิด-19 และในด้านการเกþตร มีการนำมาใช้ตรüจĀาโรคพืชและÿตัü์ 

เช่น โรคใบเĀลืองในข้าü โรคĀนอนกระทู้ผัก โรคĀนอนในกุ้ง เป็นต้น 
 ดังนั้นงานüิจัยนี้จึงได้มีการนำเทคนิคแลมป์มาใช้เพ่ือýึกþายีนที่มีคüามจำเพาะต่อแบคทีเรียก่อ

โรคในปลานิล เพื่อเพ่ิมประÿิทธิภาพในการตรüจĀาเชื้อก่อโรคใĀ้มีคüามแม่นยำและรüดเร็üมากยิ่งขึ้น 
 
1.2  üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  

    1.2.1 เพ่ือพัฒนาเทคนิคแลมป์ÿำĀรับตรüจĀาเชื้อแบคทีเรียก่อโรค S. agalactiae ในปลานิล 
    1.2.2 เพื ่อทดÿอบคüามไüและคüามจำเพาะของเทคนิคแลมป์ต่อการตรüจĀาเชื ้อ  S. 

agalactiae ในปลานิล 
 1.2.3 เพื่อเพ่ือประเมินประÿิทธิภาพในการตรüจĀาเชื้อ S. agalactiae จากตัüอยา่งเĀงือก

ปลาที่ผÿมกับเชื้อ S. agalactiae 
 

1.3  ขอบเขตของงานüิจยั  
 1.3.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากปลานิล และทำการแยกเชื้อใĀ้บริÿุทธิ์ 
 1.3.2 การทดÿอบทางชีüเคมี (Oxidase Test, Catalase Test, OF Test, TSI, Bile Esculin 
Agar Base Test) เพ่ือยืนยันชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 
 1.3.3 การทดÿอบไพรเมอร์ที่มีคüามจำเพาะต่อยีน cfb ของ S. agalactiae โดยทดÿอบĀา

อุณĀภูมิท ี ่ เĀมาะÿมÿำĀรับการทำปฏิก ิร ิยาแลมป์  การทดÿอบคüามไü (Sensitivity) และ

คüามจำเพาะ (Specificity) ของเทคนิคแลมป ์ในการตรüจĀาเชื้อ S. agalactiae 
 1.3.4 การใช้เทคนิคแลมป์เพื่อประเมินประÿิทธิภาพในการตรüจĀาเชื้อ S. agalactiae จาก

ตัüอย่างเĀงือกปลาที่ผÿมกับเชื้อ S. agalactiae 
 
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  
 1.4.1 ÿามารถตรüจĀาเชื้อ S. agalactiae ในปลานิลได้อย่างรüดเร็üและมีคüามจำเพาะต่อ

เชื้อก่อโรคมากยิ่งขึ้น 
 1.4.2 นำไปประยุกต์ในการพัฒนาüิธีการตรüจĀาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในปลาต่อไปได้ 
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บทท่ี 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  
 

2.1 ปลานิล 
 ปลานิล มีชื่อüิทยาýาÿตร์ü่า Oreochromis niloticus มีริมฝีปากบนและล่างเÿมอกัน บริเüณ

แก้มมีเกล็ด 4 แถü ลำตัüมีÿีเขียüปนน้ำตาลและมีลาดพาดขüาง 9–10 แถบ ครีบĀลัง ครีบก้นและ

ครีบĀางมีจุดขาüและเÿ้นÿีดำตัดขüาง ครีบĀลังมีอันเดียüประกอบด้üยก้านครีบแข็ง 15–18 อัน และ

ก้านครีบอ่อน 12–14 อัน ครีบก้นมีก้านครีบแข็ง 3 อัน และก้านครีบอ่อน 12–14 อัน บนแถบเÿ้น

ข้างลำตัüมีเกล็ด 33 เกล็ด และจากเÿ้นข้างลำตัüลงมาถึงแนüÿ่üนĀน้าของครีบก้น 13 เกล็ด ลำตัüมีÿี

เขียüปนน้ำตาล ตรงกลางเกล็ดมีÿีเข้ม ที่กระดูกแก้มมีจุดÿีเข้มอยู่ 1 จุด (รูปที่ 2.1) ปลานิลมีนิÿัยชอบ

อยู่รüมกันเป็นฝูง มีคüามอดทนและปรับตัüเข้ากับÿภาพแüดล้อมต่างๆ ได้ดี มีอุปนิÿัยกินอาĀารทั้ง

พืชและÿัตü์ ÿามารถกินแพลงก์ตอนพืช แพลงก์ตอนÿัตü์ ซากอินทรีย์และอนินทรีย์ที่เน่าเปื่อย รüมทั้ง

จุลินทรีย์และพืชน้ำต่างๆ เป็นปลาที่กินอาĀารในเüลากลางüันและอยุดกินอาĀารในเüลากลางคืน กิน

อาĀารได้ทั้งที่ผิüน้ำ กลางน้ำ และก้นบ่อ (กรมประมง, 2562) 
 

 
รูปที่ 2.1 ลกัþณะภายนอกของปลานิล 

 
2.2 คüามÿำคัญทางเýรþฐกิจของปลานิล  
 ปลานิลเป็นปลาน้ำจืด ที่มีคüามÿำคัญทางเýรþฐกิจ ซึ่งมีการเพาะเลี้ยงอย่างกü้างขüางใน

เอเชียตะüันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะในประเทýจีน ไทย และมาเลเซีย (Zhu et al., 2023) จากÿถิติ

การประมงแĀ่งประเทýไทยในปี 2564 พบü่า ปริมาณผลผลิตปลานิลจากการเพาะเลี้ยงในปี 2545 – 
2564 มีแนüโน้มเพิ่มขึ้น พิจารณาจาก 83,800 ตัน (ในปี 2545) และ 253,500 ตัน (ในปี 2564) ซึ่ง

คิดเป็น 3 เท่าในช่üงระยะเüลา 10 ปี (รูปที่ 2.2) อย่างไรก็ตาม ข้อมูลการเพาะเลี ้ยงปลานิลใน

ประเทýไทยปี 2566 มีปริมาณการผลิตรüมทั้งประเทý 259,498 ตัน ซึ่งลดลงจากปี 2565 จำนüน 

9,896 ตัน Āรือร้อยละ 3.67 ผลผลิตต่อไร่ (กระทรüงเกþตรและÿĀกรณ์, 2566) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.2 กราฟข้อมูลการเพาะเลี้ยงÿัตü์น้ำ 
ที่มา : กระทรüงเกþตรและÿĀกรณ์ (2566) 

 
2.3 โรคปลานิล 

 เมื่อมีการเลี้ยงปลานิลเพ่ิมมากขึ้นและเป็นการเลี้ยงแบบĀนาแน่นทำใĀ้เกิดปัญĀาด้านโรคขึ้น 

ซ่ึงÿ่üนใĀญ่จะมคีüามÿัมพันธ์กับการจัดการการเลี้ยงที่ไม่เĀมาะÿม เช่น การปล่อยปลาต่อĀน่üยพ้ืนที่

มากเกินไป การใĀ้อาĀารในปริมาณที่มากเกินคüามต้องการของปลา คุณÿมบัติของน้ำในบริเüณที่

เลี้ยงปลาเกิดคüามเครียด อ่อนแอ เกิดโรคต่างๆได้ง่าย โรคที่พบในปลานิลแยกออกได้เป็นกลุ่มต่างๆ 

ดังนี้ (กรมประมง, 2555) 
          

2.3.1 โรคจากปรÿิต 
ปรÿิตเป็นปัจจัยÿำคัญอย่างĀนึ่งที่ทำใĀ้เกิดโรคในÿัตü์น้ำ เนื่องจากปรÿิตÿ่üนมาก

ÿามารถเข้าÿู่ปลาได้โยตรง Āรืออาจแฝงตัüมากับÿิ่งมีชีüิตชนิดอื่นๆท่ีปลากินเป็นอาĀารได้ ปรÿิตที่พบ

ในปลามีตั้งแต่ÿัตü์เซลล์เดียüขนาดเล็ก Āนอนพยาธิ ไปจนถึงปรÿิตเปลือกแข็งที่มีขนาดใĀญ่ ÿามรถ

มองเĀ็นได้ด้üยตาเปล่า ซึ่งในแต่ละกลุ่มจะมีคüามจำเพาะเจาะจงกับชนิดของปลาแตกต่างกันไป 

ตัüอย่างของปรÿิตที่ก่อโรคในปลา เช่น เĀ็บระฆัง การที่ปรÿิตชนิดนี้เกาะยึดĀรือเคลื่อนที่ไปมาบริเüณ

ผิüĀนังและเĀงือกปลา ทำใĀ้เซลล์บริเüณนั้นเกิดการระคายเคือง มีการเพิ่มจำนüนเซลล์ผิüĀนัง ปลา

ขับเมือกออกมามากขึ้นและตายในที่ÿุด (กรมประมง, 2555) 
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2.3.2 โรคจากแบคทีเรีย 
แบคทีเรียที่เป็นÿาเĀตุของโรคปลานิลÿ่üนใĀญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีเพียงÿ่üน

น้อยที่เป็นแบคทีเรียแกรมบüก กระบüนการก่อโรคของแบคทีเรียเป็นผลจากการที่เชื้อเข้าÿู่ตัüปลา

แล้üอยู่ในอüัยüะเป้าĀมายโดยทางกระเÿโลĀิตรüมถึงการที่แบคทีเรียเพิ่มจำนüนในอüัยüะเป้าĀมาย

และการÿร้างพิþของแบคทีเรียทั้งÿารพิþชนิดที่ขับออกนอกเซลล์แบคทีเรีย (exotoxin) และÿารพิþ

ที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย (endotoxin) รอยโรคท่ีเกิดข้ึนในปลาป่üยเป็นผลจากÿารพิþของแบคทีเรีย

ทำใĀ้เกิดการอักเÿบของเซลล์บุผิüตามอüัยüะต่าง ๆ ของร่างกายจนอüัยüะเĀล่านั้นไม่ÿามารถทำงาน

ได้ĀรือทำใĀ้เกิดเนื้อตาย (necrosis) ตามอüัยüะต่าง ๆ อย่างไรก็ตามลักþณะอาการและรอยโรคของ

ปลานิลที่ป่üยด้üยโรคติดเชื้อแบคทีเรียไม่มีคüามจำเพาะต่อชนิดของเชื้อที่ทำใĀ้เกิดโรค นอกจากนี้

การเกิดโรคติดเชื้อแบคทีเรียในลูกปลานิลมักปรากฏเพียงอัตราการรอดตายÿูงและรüดเร็üโดยไม่

แÿดงรอยโรค (ชุติมา และคณะ, 2561) 
 

 2.3.3 โรคจากเชื้อรา 
โรคจากเชื้อราเป็นโรคที่พบได้น้อยในปลานิลขนาดใĀญ่ แต่มักพบได้ในโรงเพาะฟัก จะ

พบลักþณะขุยขาüๆ ที่ไข่ปลาและลูกปลาüัยอ่อน โดยเฉพาะลูกปลาระยะที่ 3-4 ทำใĀ้ปลาตายได้ 5-

10% เชื้อราที่พบเป็นกลุ่ม Achly sp. Āรือ Saprolegnia sp. มักเกิดเป็น secondary infection คือ 

มีปรÿิตภายนอกĀรือแบคทีเรีย เช่น Aeromonas เข้าทำอันตรายผิüĀนังปลาก่อน เชื้อราจะเข้าทำ

อันตรายปลาซ้ำ ปลาอาจแÿดงลักþณะอาการĀางขาü ตัüเปื่อยร่üมด้üย ปลาที่รอดตายจากอาการ

ดังกล่าü จะมีภูมิต้านทานโรคต่ำ โตช้า แคระแกร็น ĀรือĀางกุดเมื่อเจริญเป็นปลาใĀญ่ (กรมประมง, 

2555) 
 
 2.3.4 โรคจากไüรัÿ 

เชื้อไüรัÿจัดเป็นÿิ่งมีชีüิตที่มีขนาดเล็กมากจนไม่ÿามารถมองเĀ็นได้ด้üยตาเปล่าĀรือ

กล้องจุลทรรýน์แบบธรรมดา ธรรมชาติของเชื้อไüรัÿจะต้องอาýัยเซลล์ของÿิ่งมีชีüิตในการเพ่ิมจำนüน

ของตัüเองใĀ้มากข้ึน ซึ่งไüรัÿแต่ละชนืดจะÿามารถเจริญและเพ่ิมจำนüนได้เฉพาะในเซลล์ของÿิ่งมีชีüิต

บางชนิดที่มีคüามจำเพาะกับไüรัÿนั้นๆ เช่น ในกรณีของโรคไüรัÿในปลา เซลล์เนื้อเย่อจากอüัยüะ

ต่างๆของปลาจัเนที่อยู่อาýัยของไüรัÿได้เป็นอย่างดี ซึ่งเซลล์ที่ไüรัÿเข้าไปอาýัยนั้นจะถูกทำลายและ

ตายในที่ÿุดและĀากเซลล์มีการตายเป็นจำนüนมากจะทำใĀ้อüัยüะนั่นไม่ÿามารถ ทำงานต่อไปได้ จะ

ÿ่งผลใĀ้ปลาเกิดอาการป่üยและตายได้ (กรมประมง, 2555) 
 
2.4  ปัจจัยÿิ่งแüดล้อมที่เกี่ยüข้องกับการเกิดโรค 

การตายของÿัตü์น้ำในแĀล่งน้ำธรรมชาติĀรือในบ่อที่เกิดขึ้นในแต่ละปีนั้น  มาจากÿาเĀตุ

Āลายอย่าง เช่น การเปลี่ยนแปลงÿภาพภูมิอากาýอย่างรüดเร็ü ได้แก่ พายุ อุณĀภูมิ น้ำฝน และฟ้าผ่า 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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โรคติดเชื้อปรÿิตและแบคทีเรียที่เกิดจากคüามเครียด การปนเปื้อนของÿารพิþและÿารอินทรีย์ Āรือ

ตายĀลังจากถูกจับได้และถูกปล่อยไปโดยชาüประมง บางครั้งÿัตü์น้ำตายไม่กี่ตัüก็ไม่ได้เป็นÿิ่งบ่งบอก

ถึงปัญĀาคุณภาพน้ำ ระดับออกซิเจนละลายน้ำต่ำเป็นÿาเĀตุที่พบมากที่ÿุดของการตายของÿัตü์น้ำ 

การลดลงของออกซิเจนอาจเกิดจากĀนึ่งĀรือĀลายปัจจัย ในช่üงฤดูร้อนซึ่งอุณĀภูมิน้ำเป็นปัจจัยที่

ÿำคัญที่ÿุด ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ำจะเกี่ยüข้องโดยตรงกับอุณĀภูมิน้ำ โดยน้ำที่มีอุณĀภูมิÿูง

จะมีออกซิเจนที่ละลายน้ำอยู่น้อยกü่าน้ำที่มีอุณĀภูมิต่ำกü่า รüมทั้งการเน่าÿลายของÿารอินทรีย์ใน

แĀล่งน้ำปิด การตายของพืชน้ำĀรือÿาĀร่ายที่เกิดขึ ้นตามธรรมชาติ Āรือจากÿารเคมีที่ÿามารถ

ก่อใĀ้เกิดÿภาüะออกซิเจนละลายน้ำต่ำในระĀü่างกระบüนการย่อยÿลาย ÿำĀรับในบ่อเลี้ยงปลา การ

ปล่อยปลามากเกินĀรือการใĀ้อาĀารมากเกินไป ก็เป็นÿาเĀตุใĀ้ÿัตü์น้ำขาดออกซิเจนและตายได้ (ชุติ

มา และคณะ, 2561) 
 
2.5 การป้องกันและรักþาโรคปลา 

การป้องกันโรคÿามารถทำได้โดยการเลือกปลาÿายพันธุ์ที่ดีและทนต่อโรคมาเลี้ยง ผู้เลี้ยงต้อง

มีกระบüนการที่จะÿ่งเÿริมใĀ้ปลามีÿุขภาพแข็งแรง โดยใĀ้อาĀารทีม่ีคุณภาพด ีการเÿริมด้üยüิตามินซี

Āรืออี จะช่üยใĀ้ปลาไม่เครียดและมีภูมิคุ้มกันโรคที่ดี ตลอดจนการใĀ้üัคซีนในการป้องกันโรคที่จะ

เกิดขึ้นอีกด้üยĀรือการใช้ยาและÿารเคมีบางชนิด อย่างไรก็ตามĀากมีการเกิดโรคขึ้นแล้üจำเป็น

จะต้องทำการรักþาใĀ้ปลาĀายจากโรค เพ่ือป้องกันการตายที่จะเกิดข้ึน 
 
2.5.1 ชนิดของยาที่ใช้ในการป้องกันและรักþาโรคปลา 

1) กลุ่มÿารเคมี เช่น ฟอร์มาลิน ด่างทับทิม ÿารประกอบไอโอดีน และอ่ืนๆ 
2) กลุ่มยาต้านจุลชีพ เช่น เททรระไซคริน กลุ่มอนุพันธ์ไนโตรฟูรานและกลุ่มซัลฟา 
3) กลุ่มÿารเคมทีี่ใช้ประกอบการรักþา เช่น กลุ่มüิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ 

 
2.5.2 การรักþาโรคที่เกิดจากปรÿิต 

โดยปกติแล้üปรÿิตภายนอกจะĀลุดออกจากปลาป่üย Āลังได้รับÿารเคมี อย่างไรก้ตาม

ระยะที่เป็นไข่และซีÿต์ จะทนทานต่อÿารเคมีมากกü่าระยะอื่นๆ ดังนั้นจึงคüรทำการใĀ้ยาติดต่อ 2-3 

ครั้ง เพื่อกำจัดเชื้อในระยะท่ีเป็น Spore Āรือ Oncomiracidium (ปณรัตน์, 2552) 
 
2.5.3 การรักþาโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย 

โรคที่เกิดจากแบคทีเรียÿามารถรักþาโดยใช้ยาปฏิชีüนะ อย่างไรก็ตามยาปฏิชีüนะมี

มากมายĀลายชนิดในท้องตลาด Āากนำมาใช้ไม่เĀมาะÿมก็อาจทำใĀ้เกิดผลในทางลบได้ ดังนั้นการ

เลือกชนิดของยาจึงมีคüามÿำคัญต่อการรักþาโรค ซึ่งคüรพิจารณาเลือกจากผลการทดÿอบยาต่อ

แบคทีเรียชนิดนั้นๆ (Sensitivity test) ในĀ้องปฏิบัติการ อีกกรณีĀนึ่งต้องระüังเรื่องการดื้อยา Āาก
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ใช้ยาเüลานานĀรือใช้ในคüามเข้มข้นที่ไม่เĀมาะÿมจะมีผลทำใĀ้เกิดการดื้อยา ÿ่üนในการป้องกันโรค

นั้นคüรจะทำใĀ้ปลามีÿุขภาพแข็งแรง โดยมีüิธีการจัดการที่ดี ได้รับอาĀารในปริมาณที่เĀมาะÿมต่อ

การเจริญเติบโต การใช้üัคซีนก็เป็นüิธีĀนึ่งในการป้องกันโรค (ปณรัตน์, 2552) 
 
2.5.4 การรักþาโรคที่เกิดจากเชื้อรา 

ÿาเĀตุĀลักของการเกิดโรค เกิดจากการจัดการระบบกรองไม่ดี มีการÿะÿมของ

อินทรีย์ÿารมาก เป็นเĀตุใĀ้ปลาอ่อนแอ อัตรารอดต่ำ การป้องกันที่ดีที่ÿุด คือ การฆ่าเชื้อในน้ำที่ใช้

Āมุนเüียนในระบบ และจัดการระบบกรองใĀ้ÿะอาดอยู่เÿมอ เมื่อปลาป่üยใĀ้ปรับคุณภาพน้ำด้üยปูน

ขาüในอัตรา 60 กิโลกรัมต่อไร่  Āรือใช้ไตรฟลูราริน (Triflurarin) จำนüน 8-10 ซีซี.ต่อน้ำ 100 

ลูกบาýก์เมตร (กรมประมง, 2555) 
 
2.5.5 การรักþาโรคที่เกิดจากไüรัÿ 

เนื่องจากเชื้อไüรัÿมีการเจริญและเพ่ิมจำนüนอยู่ภายในเซลล์ การใช้ยาĀรือÿารเคมีจึง

ไม่ได้ผล ดังนั้นจึงคüรทำการรักþาภาüะแทรกซ้อนที่เกิดขึ้นเนื่องจากการติดเชื้อแบคทีเรีย และปรÿิต 

ÿ่üนการป้องกันÿามารถทำได้โดย เลือกซื้อพันธุ์ปลาจากแĀล่งที่ไม่มีประüัติการเกิดโรคไüรัÿ, ไม่เลี้ยง

ปลาในอัตราที่Āนาแน่นจนเกินไป เพื่อป้องกันไม่ใĀ้ปลาเกิดคüามเครียด, น้ำทิ้งจากบ่อเลี้ยงปลาคüร

ผ่านการบำบัดฆ่าเชื้อก่อนปล่อยลงÿู่แĀล่งน้ำÿาธารณะ และซากปลาที่ตายĀรือป่üยไม่คüรทิ้งลงแĀล่ง

น้ำÿาธารณะ แต่คüรกำจัดอย่างถูกüิธีโดยการฝังĀรือเผ่า (กรมประมง, 2555) 
 
2.6 โรคในปลานิลที่มีÿาเĀตุมาจากแบคทีเรีย 

 2.6.1 กลไกการเกิดโรคจากแบคทีเรีย 

การติดเชื้อแบคทีเรียเป็นÿาเĀตุÿำคัญของโรคระบาดในการเพาะเลี้ยงปลานิลของ

ประเทýไทย แบคทีเรียที่อยู่ในน้ำÿ่üนใĀญ่เป็นแบคทีเรียĀากินอิÿระ ( free living bacteria) และไม่

เป็นอันตรายต่อÿุขภาพปลาในÿภาüะปกติ แต่อาจก่อโรคในปลาที่อ่อนแอĀรือที่เรียกü่าฉüยโอกาÿ 

(opportunistic bacteria) ต่างจากแบคทีเรียก่อโรคที่พบในตัüปลาป่üย (pathogenic bacteria) ซึ่ง

ต้องอาýัยโฮÿต์ในการเจริญเติบโตและอยู่ในน้ำĀรือนอกตัüโฮÿต์ได้ไม่นาน อย่างไรก็ตาม โรคติดเชื้อ

แบคทีเรียในฟาร์มปลานิลอาจมีÿาเĀตุจากแบคทีเรียฉüยโอกาÿĀรือแบคทีเรียก่อโรค การเกิดโรคติด

เชื้อในฟาร์มปลานิลมักเกิดขึ้นเมื่อÿภาพการจัดการฟาร์มทำใĀ้ปลาเครียด เช่น การคัดร่อนขนาด การ

เคลื่อนย้าย คุณภาพน้ำที่ไม่เĀมาะÿม การเปลี่ยนแปลงของอุณĀภูมิน้ำ และการÿะÿมของเÿียในน้ำ

โดยเฉพาะเมื่อมีการเลี้ยงปลาĀนาแน่น เป็นต้น ปลาที่ได้รับคüามเครียดมีคüามไüต่อการติดเชื้อโรค

จากแĀล่งน้ำ และการเกิดโรคภายในบ่อทำใĀ้เชื้อโรคเพ่ิมจำนüนและแพรไปยังบ่ออ่ืน ๆ การจัดการใน

โรงเพาะฟักเริ่มต้นจากการรüบรüมไข่ปลาที่ผÿมแล้ü (fertilized egg) จากปากของแม่ปลานิลแต่ละเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตัüแล้üลำเลียงไข่เข้าโรงเพาะฟักซึ่งมีระบบการฟักไข่ภายในโรงเรือนที่มีน้ำไĀลเüียนตลอดเüลาเพ่ือ

กระตุ้นพัฒนาการของไข่ปลา นอกจากนี้ÿภาüะการฟักไข่ในโรงเพาะฟักแตกต่างจากการฟักไข่ภายใน

ปากของแม่ปลา แม่ปลาÿร้างภูมิคุ้มกันใĀ้ไข่ปลาโดยการผลิตÿารĀลั่งที่มีฤทธิ์ทำลายเชื้ อโรคและ

ป้องกัน 
การติดเชื้อบนผิüไข่ปลาระĀü่างที่ไข่มีการพัฒนาการภายในปากของแม่ปลา การเกิด

โรคติดเชื้อในโรงเพาะฟักนอกจากทำใĀ้อัตราการฟักเป็นตัüของไข่ต่ำและเกิดคüามÿูญเÿียในการผลิต

ลูกปลาระยะแรกแล้ü ลูกปลาที่ไม่แข็งแรงจากการติดเชื้อภายในโรงเพาะฟักยังเป็นตัüแพร่กระจาย

เชื้อโรคภายในฟาร์มระยะต่อมาการÿุ่มตรüจคุณภาพของไข่ เช่น การตรüจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 

(bacterial colony count) รüมถึงพัฒนาการของไข่ในโรงเพาะฟักเป็นüิธีการที่ใช้ประเมินÿภาüะ

การเกิดโรคติดเชื้อในระยะนี้  (ชุติมา และคณะ, 2561) 
 
2.6.2 โรคÿเตรปโตคอคโคซิÿ (Streptococosis) 

โรคÿเตรปโตคอคโคซ ิÿม ีÿาเĀตุจากการติดเช ื ้อแบคทีเร ียÿเตรปโ ตคอคคัÿ

(Streptococcus sp.) โรคดังกล่าüถูกจัดใĀ้เป็นĀนึ่งในโรคที่มีÿาเĀตุมาจากเชื้อแบคทีเรียที่มีคüาม

รุนแรงมากที่ÿุดในการเพาะเลี้ยงปลานิล และเป็นÿาเĀตุในเกิดการป่üยและการตายในปลาทั่üโลก   

(ÿุไĀลĀมาน และคณะ, 2562) อาการของปลาที่เป็นโรคมีตาขุ่นขาüและโปนไม่ค่อยü่ายน้ำลอยนิ่ง

บางตัüü่ายน้ำคüงÿü่านช่องขับถ่ายบüมแดง (รูปที่ 2.3) ÿำĀรับอาการภายใน พบการติดแบคทีเรียใน

อüัยüะภายในĀลายÿ่üน ได้แก่ ตับ ไต ÿมอง ม้าม และĀัüใจ  โดยตับจะมีอาการบüมผิดปกติมีÿีซีด

และเซลล์ตับเกิดการตาย Āัüใจมีการอักเÿบบริเüณเยื่อĀุ้มĀัüใจ ม้ามมีขนาดใĀญ่ขึ้นโดยมีเซลล์บüม

และมีÿีแดงคล้ำ ภายในช่องท้องมีของเĀลüÿะÿมอยู่ มีเลือดคั่งในระบบทางเดินอาĀาร และเกิดการ

อักเÿบบริเüณลำไÿ้ (ชุติมา และคณะ, 2561) 
 

 
รูปที ่2.3 ปลานิลมีตาโปนขุ่นขาü เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus  

ที่มา : กรมประมง (2555) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Streptococcus sp. เป็นแบคทีเรียแกรมบüก รูปร่างกลมรีย้อมติดÿีมีเÿ้นผ่าน

ýูนย์กลางประมาณ 0.5-1 ไมโครเมตร เรียงตัüเป็นโซ่ยาü Āรือแบบคู่ ไม่มีการÿร้างÿปอร์ ไม่ÿามารถ 
เคลื่อนที่ได้ไม่ÿร้างรงคüัตถุแต่มีการÿร้างแคบซูล เจริญได้ดีทั ้งในÿภาüะที่มีออกซิเจนและไม่มี  
ออกซิเจน ÿามารถก่อโรคได้ทั้งในปลาน้ำจืดและน้ำเค็ม (ชุติมา และกฤติมา, 2560) 
          

2.6.3 โรคคอล ัมนาร ิÿ  (Columnaris disease) Āร ือ  โรคต ิด เช ื ้ อแฟลกซ ิแบค

เตอร์ (Flexibacteriosis) 
โรคคอลัมนาริÿ มีÿาเĀตุจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Flavobacterium columnare  

(ชื่อเดิมคือ Flexibacter columnaris) (ÿุไĀลĀมาน และคณะ, 2562) อาการทางคลินิก คือ ลำตัü

ปลามีÿีด่างซีดเป็นแถบ ๆ มีเมือกมาก ครีบและเĀงือกกร่อน (รูปที่ 2.4) อาจมีÿีเĀลืองเกิดขึ้นบริเüณ

บาดแผล การป้องกันการระบาดของโรคทำได้โดย การลดการบอบช้ำจากการจับและคัดขนาดปลา ไม่

เลี้ยงปลาĀนาแน่น เฝ้าระüังอย่าใĀ้ปริมาณออกซิเจนในน้ำต่ำ (ชุติมา และคณะ, 2561) 
Flavobacterium columnare เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มีเÿ้นใย โคโลนีมีÿีเĀลือง 

รูปร่างเป็นแท่งเรียü ยาüประมาณ 3-10 ไมครอน กü้าง 0.3-0.5 ไมครอน (นันต์ธüุฒิ, 2564) 
 

 
รูปที่ 2.4 ลูกปลานิลที่ติดเชื้อ Flavobacterium 

ที่มา : กรมประมง (2555) 
 
          2.6.4 โรคแบคทีเรียลเฮโมราจิกเซปติซีเมีย (Bacterial haemorrhagicsepticemia) 

โรคแบคทีเรียลมีÿาเĀตุจากการติดเชื ้อแอโรโมแนÿไฮโดรฟิลลา (Aeromonas     
hydrophila) โรคนี้เป็นโรคที่ก่อใĀ้เกิดคüามเÿียĀายทางเýรþฐกิจและมักพบบ่อยในบ่อที่เลี้ยงโดยใĀ้

อาĀารÿุดĀรือการเลี้ยงแบบผÿมผÿาน (ชุติมา และคณะ, 2561) อาการที่แÿดงออกและลักþณรอย

โรคมีคüามĀลากĀลาย แต่อาการที ่ปรากฏร่üมกันในการติดเชื ้อแต่ละ  Serotype คือ อาการมี

เลือดออก (Hemorrhage) ที่ผิüĀนัง ช่องปาก และกล้ามเนื ้อซึ ่งมักเกิดร่üมกับการมีแผลĀลุมที่

ชั้น Epidermis บางครั้งอาจพบลักþณะเป็นแผลĀลุมลึก (Furunculosis) เĀมือนกับรอยโรคที่เกิด

จาก Aeromonassalmonicida (รูปที่ 2.5) นอกจากนี้ยังมักพบอาการตาโปน (Exophthalmus) และ 

ท้องมาร (Ascites) ได้ อาการอื่นๆ ที่อาจพบได้แก่ อาการ เกล็ดตั้ง ท้องกาง ครีบเปื่อย (Fin rod) เมื่อ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ผ่าซากจะพบม้ามโต ไตบüม และเม่ือทำการตรüจอüัยüะต่างๆ ของÿัตü์ที่ติดเชื้อทางจุลพยาธิüิทยามัก

พบจุดเนื ้อตาย Āลายบริเüณที่ม้าม ตับ ไต และĀัüใจ ซึ ่งจะพบไปพร้อม ๆ กับการปรากฏของ

แบคทีเรียรูปร่างแท่ง เชื้อ Aeromonas hydrophila ÿามารถติดต่อÿู่คนได้โดยทำใĀ้เกิดอาการต่างๆ 

ในคนได้แก่ Myonecrosis cellulitis และ Ecthyma gangrenosum (ÿุไĀลĀมาน และคณะ, 2562) 
 

 

รูปที ่2.5 ปลานิลเป็นแผลเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas 
ที่มา : กรมประมง (2555) 

           
Aeromonas hydrophila เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักþณะรูปร่างเซลล์เป็น

เÿ้นตรง ขนาดประมาณ 1.0-4.4 ไมโครเมตร เรียงตัüเดี่ยüๆ เป็นคู่ Āรือÿายโซ่ซึ่งอาจต่อกันเป็นÿาย

ยาüถึง 8 ไมโครเมตร ไม่ÿร้างÿปอร ์ÿ่üนมากจะเคลื่อนที่โดยมีแÿ้ (flagellum) อยู่ที่บริเüณปลายของ

เซลล์ บางพüกไม่เคลื่อนที่ และเป็นแบคทีเรียพüก facultative anaerobic จึงเจริญได้ทั้งในที ่มี

ออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน (อภินันท์ และจิราพร, 2547) 
 

          2.6.5 โรคอิพิเดลิโอซีÿทิÿ (Epitheliocystis) 
โรคอิพิเดลิโอซีÿทิÿมีÿาเĀตุมาจากแบคทีเรียแกรมลบขนาดเล็กคล้ายริกเกตเซีย (a 

rickettsia-like organism Āรือ Piscirickettsia sp.) (ชุติมา และคณะ, 2561) ปลาที่ป่üยเป็ยโรคนี้

ÿ่üนใĀญ่มักไม่แÿดงอาการผิดปกติภายนอก เนื่องจากเป็นโรคเรื้อรัง แต่ถ้าปลาติดเชื้อปริมาณมาก

อาจทำใĀ้ปลาตายได้ โดยเฉพาะปลาขนาดเล็ก ลูกปลาที่ดื้อโรคนี้จะโตช้ากü่าปลาปกติมาก ปริมาณ

ÿารอินทรีย์ในน้ำÿูง คุณภาพน้ำที่ไม่เĀมาะÿม และÿภาพการเลี้ยงปลาĀนาแน่น ล้üนเป็นปัจจัยที่

ก่อใĀ้เกดิคüามรุนแรงของโรค เชื้อตัüนี้จะเข้าไปทำลายเĀงือกและผิüĀนังชั้นนอกโดยการแทรกเข้าไป

อยู่ในเซลล์เยื่อบุของเĀงือกและผิüĀนัง (intracellular infection) ทำใĀ้เซลล์ที่เชื้อเข้าไปอยู่มีขนาด

ใĀญ่ขึ้น เมื่อตรüจใต้กล้องจุลทรรýน์จะเĀ็นแต่ละเซลล์เป็นถุงÿีเĀลืองอมน้ำตาลอยู่บริเüณซี่เĀงือก 

ĀรือผิüĀนังชั้นนอกของปลา (กรมประมง, 2555) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 2.6 รูปเซลล์ของปลานิลที่เป็นโรค Epitheliocystis 
ที่มา : กรมประมง (2555) 

           
2.6.6 โรคซูโดโมแนÿ เซปติซีเมีย (Pseudomonas septicemia) 

โรคซูโดโมแนÿ เซปติซ ีเมีย มีÿาเĀตุมาจากเชื ้อ  Pseudomonas fluorescens 
แบคทีเรียดังกล่าüÿามารถทำใĀ้เกิดโรค pseudomonas septicemia กับปลานิล โดยปกติปลา

ÿามารถรับแบคทีเรียดังกล่าüเข้าÿู่ร่างกายได้ทางปาก ทางผิüĀนัง และทางเĀงือกท่ีมีบาดแผลจากนั้น

แบคทีเรียจะเข้าÿู่กระแÿเลือด และÿร้างÿารพิþซึ่งเป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อ และอüัยüะต่าง ๆ ของ

ปลา ปลาที่ติดเชื้อ P. fluorescens จะมีอาการดังนี้ รอบ ๆ ทüารĀนักจะมีÿีแดง ภายในลำไÿ้มี

ของเĀลüปนเลือด มีการตกเลือดที่เยื่อบุช่องท้องและอüัยüะภายใน  (รูปที่ 2.7) โรคนี้ÿามารถติดต่อ

จากปลาที่เป็นโรคไปยังปลาอ่ืนได้โดยแบคทีเรียที่เป็นÿาเĀตุของโรคจะปะปนอยู่ในอุจจาระของปลาที่

เป็นโรค            
Pseudomonas fluorescens เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่ง มี fagellum 

ÿามารถเคลื่อนที่ได้ ไม่ÿร้างÿปอร์ ÿามารถเจริญได้ดีที่อุณĀภูมิประมาณ 20–35 °C 
 

 

รูปที ่2.7 ลักþณะของปลาที่ติดเชื้อ Pseudomonas  fluorescens 
ที่มา : กรมประมง (2555) 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.7  ประเภทของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus 

ลักþณะทั่üไปของ Streptococcus sp. เป็นแบคทีเรียแกรม บüก รูปร่างกลมรีย้อมติดÿีมี

เÿ้นผ่านýูนย์กลาง ประมาณ 0.5–1 ไมโครเมตร เรียงตัüเป็นโซ่ยาü Āรือแบบคู่ ไม่มีการÿร้างÿปอร์ 

ไม่ÿามารถ เคลื่อนที่ได้ไม่ÿร้างรงคüัตถุแต่มีการÿร้างแคบ ซูล เจริญได้ดีทั้งในÿภาüะที่มีออกซิเจนและ

ไม่มี ออกซิเจน  
จากการทดÿอบโดยใช้ Blood agar ÿามารถแบ่งประเภทของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus 

ได้เป็น 3 ประเภท ดังนี้ 
2.7.1 Alpha (α) hemolytic streptococci 

เมื่อทดÿอบโดยใช้ Blood agar พบการเปลี่ยนÿีเป็นÿีเขียü โดยมีภาüะเม็ดเลือดแดง

แตกบางÿ่üนรอบโคโลนี โซนของการÿลายมีขนาดเล็ก (กü้าง 1 Āรือ 2 มม.) โดยมีระยะขอบไม่จํากัด 

และเม็ดเลือดแดงที่ไม่ได้แตก ÿามารถทําดูได้ด้üยกล้องจุลทรรýน์ เรียกü่า viridans streptococci 
Āรือ Streptococcus viridians (จาก 'viridis' Āมายถึงÿีเขียü) alpha streptococci เป็นเชื้อที่ปกติ

อยู่ในลําคอ แต่อาจทําใĀ้เกิดการติดเชื้อฉüยโอกาÿได้ไม่บ่อยนัก Pneumococcus (Streptococcus 
pneumonia) ยังเป็น alpha hemolytic streptococcus 
 

2.7.2 Beta (β) hemolytic streptococci 
เมื่อทดÿอบโดยใช้ Blood agar พบบริเüณของภาüะเม็ดเลือดแดงแตกที่ชัดเจน และ

ไม่มีÿ ีอย่างชัดเจนกü้าง 2–4 มม. ซึ ่งภายในเซลล์เม็ดเล ือดแดงจะแตกอย่างÿมบูรณ์ คําü่า 

“hemolytic streptococci” ใช้เฉพาะกับÿายพันธุ์ Beta (β) hemolytic เท่านั้น Streptococci ที่

ทําใĀ้เกิดโรคÿ่üนใĀญ่อยู่ในกลุ่มนี้  
 
           2.7.3 Gamma (γ) or nonhemolytic streptococci 

เมื่อทดÿอบโดยใช้ Blood agar พบü่าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ Blood agar และ

บางครั้งเรียกü่า “indifferent Streptococci” รüมถึง Streptococci (enterococci, Str faecalis) 
และÿายพันธุ์ที่เกี่ยüข้อง เรียกü่า “enterococcus group” 
 

เชื้อ Streptococcus agalactiae Āรือที่รู้จักอีกชื่อü่า Group B streptococci (GBS) ซึ่ง

เป็น Beta (β) hemolytic streptococci  เป็นเชื้อก่อโรคที่ทำใĀ้เกิดการติดเชื้อรุนแรงและทำใĀ้เกิด

คüามพิการĀรือเÿียชีüิตในทารกแรกเกิด Āญิงตั้งครรภ์ร้อยละ 10-30 ที่มีเชื้อนี้แฝงอยู่ที่ช่องคลอด

และทüารĀนักĀรืออาจเรียกü่าเป็นพาĀะของเชื้อ GBS ÿามารถทำใĀ้Āญิงตั้งครรภ์เกิดการติดเชื้อใน

ทางเดินปัÿÿาüะ การติดเชื้อของเยื่อบุโพรงมดลูก ถุงน้ำคร่ำอักเÿบ ติดเชื้อในกระแÿเลือด Āรืออาจ

พบเยื่อĀุ้มÿมองอักเÿบจากเชื้อนี้ได้ ซึ่งการถ่ายทอดเชื้อจากมารดาÿู่ทารกนั้นมักเกิดจากการติดเชื้อ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ระĀü่างคลอด ในช่üงที่ทารกคลอดผ่านช่องคลอดที่มีเชื้อ GBS แฝงอยู่ได้ และเชื้อตัüนี้ยังเป็นภัย

คุกคามÿำคัญต่ออุตÿาĀกรรมเพาะเลี้ยงÿัตü์น้ำทั่üโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ฟาร์มเลี้ยงปลานิล ซึ่งคüาม

เÿี่ยงของปลานิลต่อการติดเชื้อ GBS ขึ้นอยู่กับÿภาพแüดล้อม ซึ่งคาดü่าจะเลüร้ายลงในĀลายพื้นที่

เพาะเลี ้ยงปลานิล เนื ่องจากปัจจัยÿองประการĀลัก คือประชากรโลกที่เพิ ่มขึ ้น ÿ่งผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงÿภาพแüดล้อม, ภาüะโลกร้อน ÿ่งผลต่ออุณĀภูมิและคüามเป็นกรด-ด่างของแĀล่งน้ำ

(Phuoc et al., 2021) 
 
2.8 การจำแนกแบคทีเรียด้üยüิธีทางชีüเคมี 

2.8.1 การย้อมแกรมแบคทีเรีย 
การย้อมแกรมแบคทีเรียเป็นเทคนิคในการýึกþาจุลินทรีย์ โดยดูÿีที ่ย้อมติดกับตัü

จุลินทรีย์ลักþณะการย้อมติดที่ตัüเซลล์เป็นแบบ differential strain ซึ่งเป็นการใช้ÿีย้อมมากกü่าĀนึ่ง

ชนิด ÿีจะติดตามไซโตพลาÿซิมและผนังเซลล์ทำใĀ้เĀ็นคüามแตกต่างระĀü่างเซลล์ แบคทีเรียชนิด

ต่างๆ ได้ ผู้ที่คิดค้นการย้อมÿีüิธีนี้คือ Hans Christian Gram ในปี ค.ý. 1884 ผลของการย้อมÿีแกรม

ทำใĀ้จำแนกแบคทีเรียออกได้ 2 กลุ่ม คือ (มณฑล, 2562) 
1) แกรมบüก (Gram Positive) แบคทีเรียที่ย้อมติดÿีน้ำเงินม่üง 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระĀü่างการย้อมแกรม คือ Āยด crystal violet เซลล์จะติดÿี

ม่üงของ crystal violet, Āยดÿารละลายไอโอดีน ÿารละลายไอโอดีนรüมกับ crystal violet เป็น

ÿารประกอบที่มีโมเลกุลขนาดใĀญ่ ภายในเซลล์ยังติดÿีม่üง, Āยดเอทธิลแอลกอฮอล์ 95% ไซโตพลา

ÿซึมและผนังเซลล์ÿูญเÿียน้ำ จ ึงเกิดการเĀี ่ยüĀรือĀดตัü ทำใĀ้ร ูของผนังเซลล์มีขนาดเล็ก 

ÿารประกอบของÿีซึ่งมีโมเลกุลชนาดใĀญ่ไม่ÿามารถละลายออกมาได้ เซลล์จึงติดÿีม่üง และÿุดท้าย

Āยด Safranin เซลล์ไม่ทำปฏิกิริยากับÿีนี้ เซลล์ติดÿีม่üงตามเดิม  
2) แกรมลบ (Gram Negative) แบคทีเรียที่ย้อมติดÿีแดง 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระĀü่างการย้อมแกรม คือ Āยด crystal violet เซลล์จะติดÿี

ม่üงของ crystal violet, Āยดÿารละลายไอโอดีน ÿารละลายไอโอดีนรüมกับ crystal violet เป็น

ÿารประกอบที่มีโมเลกุลขนาดใĀญ่ ภายในเซลล์ยังติดÿีม่üง, Āยดเอทธิลแอลกอฮอล์ 95% ÿารพüกลิ

ปิดที่ผนัง เซลล์ถูกละลายออกไป ทำใĀ้รูของผนังเซลล์มีขนาดใĀญ่ขึ้น ÿารละลายของÿีจึงÿามารถ

ละลายออกจากเซลล์ได้ เซลล์ไม่ติดÿี และÿุดท้ายĀยด Safranin เซลล์ติดÿีแดงของ Safranin  

Āลักเกณฑ์ในการย้อม มีดังนี ้
1) เซลล์ปกติ (vegetative cell) เท่านั้นที่ติดÿีแกรมบüกĀรือแกรมลบ แต่ถ้า

เซลล์เกนิแตกขึ้นมาจะติดÿีเฉพาะแกรมลบเท่านั้น 

2) การย้อมแกรมต้องใช้ crystal violet และÿารละลายไอโอดีนเÿมอ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3) แบคทีเรียเท่านั้นที่ใĀ้ผลต่างกันในการย้อมแกรม แต่จุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ จะ

ติดÿีย้อมแกรมอย่างใดอย่างĀนึ่งเท่านั้น เช่น เซลล์ยีÿต์จะติดÿีแกรมบüก 
4) การย้อมÿีแกรมÿามารถเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมบüกเป็นแกรมลบได้ แต่

ÿามารถเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมลบไปเป็นแกรมบüกได้ 
5) ไซโตพลาÿซึมติดÿีแกรมลบเท่านั้น 
6) แบคทีเรียแกรมบüกถูกล้างÿียากกü่าแกรมลบ 
7) ÿปอร์ที่ยังไม่เจริญเต็มที่ (immature endospore) จะติดÿีแกรมบüก ÿ่üน

ÿปอร์ที่เจริญเต็มที่ (mature endospore) ไม่ติดÿีแกรม 
 

2.8.2 Oxidase Test 
            การทดลองĀา cytochrome C oxidase ของเชื ้อแบคทีเรีย ซึ ่งจะไป oxidase 
ÿารเคมีทำใĀ้เกิดÿารประกอบÿีม่üง (ýรüัณ และýุภกิจ, 2558) 

การอ่านปฎิกิริยา  ผลบüก: เกิดการเปลี่ยนÿีในเüลา 10 – 30 นาท ี
                         ผลลบ:   ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงÿีของÿารละลาย 

 
2.8.3 Catalase Test 

การทดÿอบเชื้อแบคทีเรียที่มี catalase enzyme ซึ่งจะÿามารถเปลี่ยน H2O2 ไปเป็น 

O2และ H2O ดังÿมการ (ýรüัณ และýุภกิจ, 2558) 
                                     
                                             Catalase 
                                       2H2O2                    2H2O + O2 
 

การอ่านปฎิกิริยา ผลบüก: มีฟองก๊าซเกิดข้ึน  
                        ผลลบ: ไม่มีฟองก๊าซเกิดข้ึน 

 
ข้อคüรระüัง การทดÿอบการÿร้างเอนไซม์คาตาเลÿ ไม่คüรนำเชื้อแบคทีเรียที่

เพาะเลี้ยงบนอาĀารเลี้ยงเชื้อที่ผÿมเม็ดเลือดแดง เช่น Sheep blood agar (SBA) มาทำการทดÿอบ 

เพราะอาจเกิดผลบüกปลอม (False positive) ได้ เนื่องจากในขณะที่ป้ายเชื้อบนอาĀารเลี้ยงเชื้อ อาจ

มีเม็ดเลือดแดงปนเปื้อนมากับเชื้อ ซึ่งจะทำปฏิกิริยากับน้ำยา 3% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เกิดเป็น

ฟองก๊าซขึ้นได ้ 
            นอกจากนี้ไม่คüรใช้ Inoculating loop เขี ่ยเชื้อที่ต้องการทดÿอบป้ายลงใน 3% 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่Āยดไü้ก่อน เนื่องจากโลĀะบางชนิด เช่น แพลทินัม (Platinum) ÿามารถทำ

ปฏิกิริยากับ 3% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ทำใĀ้เกิดเป็นฟองก๊าซได้ ดังนั้นคüรเขี่ยเชื้อแบคทีเรียที่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ต้องการทดÿอบมาป้ายลงบนแผ่นÿไลด์ก่อน จึงĀยดน้ำยา 3% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เพื่อทำการ

ทดÿอบ (ปิยะรัตน์, 2567) 
 

2.8.3 OF Test (Oxidation fermentation test) 
การทดÿอบการใช้น้ำตาลกลูโคÿของแบคทีเรียเพื่อจำแนกแบคทีเรียมีการใช้น้ำตาล

ภายใต้ÿภาüะที่มีออกซิเจน (Aerobic condition Āรือ Oxidation) Āรือขาดออกซิเจน (Anaerobic 
Āรือ Faementation) Āรือไม่ใช้น้ำตาลเลย  
            อ่านผลการใช้น้ำตาลกลูโคÿในอาĀาร โดยดูการเปลี ่ยนÿีอาĀารเลี ้ยงเชื ้อ ถ้า

แบคทีเรียมีการใช้น้ำตาลภายใต้ÿภาüะขาดออกซิเจน จะเกิดเป็นกรดในทั้งÿองĀลอด (อาĀาร

เปลี่ยนเป็นÿีเĀลือง) ถ้าแบคทีเรียมีการใช้น้ำตาลในÿภาüะที่มีออกซิเจน จะเกิดกรดเฉพาะĀลอดที่

ไม่ได้ปิดĀน้าด้üยพาราฟินเĀลü ÿ่üนแบคทีเรียที่ไม่ใช้น้ำตาลเลย จะเจริญไม่ดีĀรือไม่เจริญและไม่มี

การÿร้างกรด (ปณรัตน์, 2552) 
 

2.8.4 การทดÿอบด้üยอาĀาร TSI (Triple Sugar Iron Agar) 
            TSI agar เป็นอาĀารเลี้ยงเชื้อที่มีลักþณะเป็น slant (ÿ่üนเอียง) และลักþณะเป็น 

butt (ÿ่üนก้นĀลอด) ใช้ทดÿอบการย่อยน้ำตาลของแบคทีเรีย ซึ่งใน TSI จะประกอบด้üยน้ำตาล 3 
ชนิด คือน้ำตาลกลูโคÿ แล็กโทÿ และน้ำตาลซูโครÿ (อัตราÿ่üนของน้ำตาลเท่ากับ 1:10:10) ตามลำดับ 

และมีเพปโทนเป็นแĀล่งโปรตีน  
            การอ่านผล เมื่อบ่มที่อุณĀภูมิ 35–37 °C ครบ 18–24 ชั่üโมงแล้ü บนอาĀารเลี้ยง

เชื้อ TSI จะÿามารถอ่านผลการย่อยน้ำตาล การเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ/Āรือไฮโดรเจนจาก

การย่อยน้ำตาล และการÿร้างก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ได้ ทั้งนี้คüรอ่านผลĀลังจากบ่มเชื้อครบ 

18–24 ชั่üโมง ถ้าอ่านผลเร็üกü่า 18 ชั่üโมงĀรือนานกü่า 24 ชั่üโมง ผลที่ได้อาจจะไม่ถูกต้อง ÿำĀรับ

การอ่านผลจะอ่านที่บริเüณผิüĀน้า (slant) และบริเüณก้นĀลอด (butt) ถ้ามีÿีเĀลืองแÿดงü่าเกิดกรด 

(acid) ÿีแดงแÿดงü่าเป็นด่าง (alkaline) ÿังเกต TSI ü่ามีรอยแตกĀรือมีฟองอากาýแทรกอยู่Āรือมี

ก๊าซดัน TSI ใĀ้Āลุดจากก้นĀลอด แÿดงü่าเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ/Āรือก๊าซไฮโดรเจน และ

ÿังเกต TSI ü่ามีÿีดำĀรือไม่ ถ้ามีÿีดำแÿดงü่ามีการÿร้างก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ ซึ่งนิยมเขียนรายงานผล

ดังนี้ A คือ acid, K คือ alkaline, N คือ no change, G (gas) คือ ก๊าซ CO2 และ/Āรือ H2 และ H2S 
คือ hydrogen sulfide (ตารางท่ี 2.1) 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 2.1 การเขียนรายงานผลการทดÿอบด้üยอาĀาร TSI 
ÿีบน 

Slant 
ÿีบน 

Butt 
TSI มีรอยแตก/ มี

ฟองอากาýแทรกอยู่/ 

มีก๊าซดัน TSI ใĀ้Āลุด

จากก้นĀลอด 

ÿีดำบน 

TSI 
การรายงานผล รายงายผล

แบบย่อ 

ÿีเĀลือง ÿีเĀลือง ไม่พบ ไม่พบ acid slant/acid 
butt 

A/A 

ÿีแดง ÿีเĀลือง ไม่พบ ไม่พบ alkaline 
slant/acid butt 

K/A 

ÿีเĀลือง ÿีเĀลือง พบ ไม่พบ acid slant/acid 
butt with gas 

A/A, gas 
Āรือ A/A, G 

ÿีแดง ÿีเĀลือง พบ ไม่พบ alkaline slant/ 
acid butt with 

gas 

K/A, gas 
Āรือ K/A, G 

ÿีเĀลือง ÿีเĀลือง พบ พบ acid slant/acid 
butt with gas 

and H2S 

A/A, gas, 
H2S Āรือ 

A/A, G, H2S 
ÿีแดง ÿีเĀลือง พบ พบ alkaline slant/ 

acid butt with 
gas and H2S 

K/A, gas, 
H2S Āรือ 

K/A, G, H2S 
ÿีแดง ÿีเĀลือง ไม่พบ พบ alkaline slant/ 

acid butt H2S 
K/A, H2S 

ÿีแดง ไม่เปลี่ยน 

แปลง 
ไม่พบ ไม่พบ alkaline slant/no 

chang butt 
K/N 

ที่มา : ปิยะรัตน์ (2566) 
 

ข้อคüรระüังในการอ่านผล ในกรณีที่แบคทีเรียมีการÿร้างก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์

ปริมาณมาก ÿีดำที่เกิดขึ้นใน TSI อาจจะไปบดบังการอ่านผลของÿ่üนก้นĀลอด (butt) ดังนั้นต้อง

คำนึงไü้ü่าก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์จะถูกÿร้างในÿภาüะที่เป็นกรดเท่านั้น จึงใĀ้รายงานผลในÿ่üนก้น

Āลอดที่ไม่ÿามารถอ่านผลได้ü่าใĀ้ผลเป็นกรด (acid butt; A) 
การแปลผลการย่อยÿลายน้ำตาล 
แบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีการย่อยÿลายน้ำตาลและการใช้เพปโทนที่แตกต่างกัน ผลที่

ได้จากการย่อยÿลายน้ำตาลจะได้กรด โดยอาจจะมีก๊าซ CO2 และ/Āรือ H2 เกิดขึ้นด้üย ซึ่งการใช้
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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น้ำตาลที่เกิดขึ้นบริเüณผิüĀน้า (slant) จะเป็นแบบการใช้ออกซิเจน ÿ่üนที่ก้นĀลอด (butt) จะเป็น

แบบไม่ใช้ออกซิเจน ÿามารถแปลผลการย่อยÿลายน้ำตาลบน TSI ได้ดังนี ้
1) ÿีแดง-ÿีเĀลือง (alkaline slant/acid butt; K/A) 

แÿดงü่าÿามารถย่อยÿลายน้ำตาลกลูโคÿได้อย่างเดียü โดยบริเüณผิüĀน้า 

(slant) จะเป็นด่างเนื่องจากมีการย่อยÿลายน้ำตาลกลูโคÿในÿภาüะที่มีออกซิเจน และมีการใช้เพ

ปโทนซึ่งจะได้แอมโมเนียเกิดขึ้น ÿ่üนก้นĀลอด (butt) จะเป็นกรดเนื่องจากมีการÿลายน้ำตาลกลูโคÿ

ในÿภาüะที่ไม่มีออกซิเจน 
2) ÿีเĀลืองท้ังĀลอด (acid slant/acid butt; A/A) 

แÿดงü่าÿามารถย่อยÿลายน้ำตาลกลูโคÿ แล็กโทÿ และ/Āรือซูโครÿได้ โดย

บริเüณผิüĀน้า (slant) และก้นĀลอด (butt) จะเป็นกรด เนื่องจากแบคทีเรียใช้น้ำตาลกลูโคÿĀมด

และเปลี่ยนมาใช้น้ำตาลแล็กโทÿ และ/Āรือซูโครÿแทน ซึ่งมีปริมาณมากจึงย่อยÿลายไม่Āมด 
3) ÿีแดงทั้งĀลอด (alkaline slant/alkaline butt; K/K) Āรือÿีแดง-ไม่เปลี่ยนแปลง 

(alkaline slant/no change; K/N) 
แÿดงü่าไม่ÿามารถย่อยÿลายทั้ง 3 ชนิด (น้ำตาลกลูโคÿ แล็กโทÿ และซูโครÿ) 

แต่จะใช้เพปโทนแทน ถ้าแบคทีเรียÿามารถย่อยเพปโทนได้ทั้งในÿภาüะที่มีออกซิเจนและ/Āรือไม่มี

ออกซิเจนจะทำใĀ้บริเüณผิüĀน้า (slant) และก้นĀลอด (butt) เป็นกรด แต่ถ้าแบคทีเรียÿามาถย่อย

เพปโทนได้เฉพาะในÿภาüะที่มีออกซิเจนเท่านั้นจะทำใĀ้บริเüณผิüĀน้า (slant) เป็นกรด ÿ่üนก้น

Āลอด (butt) จะไม่เปลี่ยนแปลง (เปลี่ยนÿี) (ปิยะรัตน์, 2566) 
 
2.8.5 การทดÿอบด้üยอาĀาร Bile esculin (Bile esculin Agar Base) 

            การทดÿอบคüามÿามารถของเชื้อที่จะ hydrolyse esculin ใĀ้เป็น esculetin และ 
glucose ซ่ึง esculetin ก็จะทําปฏิกิริยากับ Ferric ion ในอาĀารเกิดตะกอนÿีดําของ phenolic 
iron complex นอกจากนั้นการทดÿอบนี้ยังเป็นการทดÿอบคüามÿามารถของเชื้อในการทนต่อ bile 
(10-40%) ด้üย (มณฑล, 2560) 

การอ่านผล ผลบüก: เกิดÿีดําขึ้นบริเüณ slant Āรือทั่üทั้งĀลอด  
                    ผลลบ: ไม่มีÿีดําเกิดขึ้น 
 

2.9 เทคนิคแลมป์ (Loop-mediated isothermal amplification; LAMP) 
          เทคนิคแลมป์เป็นเทคนิคในการเพิ ่มขยายยืนจะใช้อุณĀภูมิคงที ่เพียงอุณĀภูมิเดียüคือ 

ประมาณ 60-65 °C และใช้ปฏิกิริยา strand displacement ในการแยกÿายดีเอ็นเอจากÿายคู่ใĀ้

เป็นÿายเดี่ยüเพื่อการเข้าจับของไพรเมอร์ที่ออกแบบอย่างจำเพาะต่อดีเอ็นเอเป้าĀมายโดยอาýัยการ

ทำงานของเอนไซม์ Bst DNA polymerase Primers ของüิธีการแลมป์ที่ใช้มีจำนüน 4 เÿ้น จะถูก

ออกแบบใĀ้จำเพาะกับยืนเป้าĀมายทั้ง 6 ตำแĀน่ง ประกอบไปด้üย outer primers (F3 และ B3) มี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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คüามยาüประมาณ 17 - 21 base pairs (bp) และ inner primers (FIP = forward inner primer, 
BIP = backward inner primer) โดยที่ FIP ประกอบ ด้üย F1c กับ F2 และ BIP ประกอบด้üย B1c 
กับ B2 และคüามยาüของเÿ้นไพรเมอร์ inner primer (FIP และ BIP) มีคüามยาüประมาณ 40 – 50 
base pairs ทำใĀ้ใช ้ primer ที ่ออกแบบอย่างจำเพาะต่อ target sequence ถึง 4 ตัü ซ ึ ่งจะ

ประกอบด้üย 6 ตำแĀน่งของ target sequence นั้น ทำใĀ้üิธีนี้เป็นüิธีที่จำเพาะอย่างยิ่ง โอกาÿการ

เกิดผลบüกลüง (false positive) จึงน้อยมากจนแทบไม่มีเลย เทดนิคนี้ได้ถูกนำไปใช้เพื่อพัฒนาการ

ตรüจไüรัÿทั้งในคนและÿัตü์เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ไü (sensitive) จำเพาะ (specific) และเร็ü (Rapid) 
กü่าเทคนิค PCR ซึ่งÿามารถเพ่ิมปริมาณÿารพันธุกรรมได้ถึง 109 เท่า ในเüลาเพียง 1 ชั่üโมง ปฏิกิริยา

ของ LAMP จะทำการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้üยเอนไซม์ Bst DNA polymerase (รูปที่ 2.8) 
 

 
รูปที่ 2.8 แผนผังแÿดงการออกแบบไพรเมอร์ÿำĀรับเทคนิคแลมป์ 

ที่มา : Huang et al. (2020) 
 
          2.9.1 กลไกการทำงานของเทคนิคแลมป์ประกอบด้üย 2 ข้ันตอนĀลักคือ 
            1) Starting structure producing step เพื่อÿร้าง stem-loop ทั้งÿองข้างของยีน

เป้าĀมายการทำงานประกอบด้üยขั้นตอนย่อยต่าง ๆ ดังนี้ 
              ขั้นตอนที่ 1 ที่อุณĀภูมิประมาณ 65 องýาเซลเซียÿ DNA ÿายคู่จะอยู่ในÿภาüะ 

dynamic equilibrium คือมีการจับกันแบบÿายคู่ (double stranded DNA) และคลายบางÿ่üนเป็น

ÿายเดี ่ยü (single stranded DNA) ตลอดเüลา ทำใĀ้ FIP primer มีโอกาÿเข้าไป anneal กับ

complementary sequence ของยืนเป้าĀมายได้ (รูปที่ 2.9) จากนั ้น DNA polymerase with 
strand displacement จะเริ่มทำงานเกิด displacing และแยกÿายกู่ของดีเอ็นเอใĀ้เป็นÿายเดี่ยü 
              ขั้นตอนที่ 2 มีการÿร้าง DNA ÿายใĀม่ข้ึน (ÿายที่ 1) (รูปที่ 2.9) 
              ขั้นตอนที่ 3 ต่อมา F3 Primer (outer primer) จะเข้าไปจับ (รูปที่ 2.9) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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              ขั ้นตอนที่ 4 F3 Primer เริ ่มÿร้าง DNA ÿายใĀม่โดยอาýัยคุณÿมบัติของ DNA 
polymerase with strand displacement ได้ DNA ลักþณะเĀมือน template (รูปที่ 2.9) 
              ขั ้นตอนที ่  5 ขณะเดียüกันÿายที ่  1 จะถูกปล่อยออกมาเป็น single strand          
(รูปที่ 2.9) 
              ขั้นตอนที่ 6 ทางด้าน 5' ของÿายที่ 1 จะเป็นÿ่üนของ F1c (ปลายของ FIP) ÿามารถ

เข้าจับกับ FI ÿร้าง loop ขึ้นทางด้าน Forward จากนั้น BIP primer จะเข้าจับและÿร้าง DNA ÿายที่ 

2 ขึ้นมา (รูปที่ 2.9) 
              ขั้นตอนที่ 7 ทำนองเดียüกัน B3 Primer จะเข้าไปจับและเริ่มÿร้าง DNA ÿายใĀม่ 

(รูปที่ 2.9) 
              ขั้นตอนที่ 8 ขณะเดียüกันจะ ปลดปล่อยÿายที่ 2 ออกมาเป็น single strand ขณะนี้

ที่ปลายด้าน forward จะเป็น F1 ซึ่งจะÿร้าง loop โดยจับกับ F1c ทำนองเดียüกันด้าน backward 
จะเป็น B1c ซึ่งจะÿร้าง loop โดยจับกับ B1 ทำใĀ้ได้ stem loop ที่มีรูปคล้าย dumbbell shape 
เพ่ือใช้ในขั้นตอน LAMP cycling (รูปที่ 2.9) 
 

 
รูปที่ 2.9  Āลักการของเทคนิคแลมป์ : โครงÿร้างเริ่มต้นขั้นตอนการผลิต (ขั้นตอนที่ 1–8) 

ที่มา : Kaewphinit et al. (2014) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

20 

   2) Cycle amplification step เป็นการเพ่ิมขยายยีนจาก stem-loop โดยอาýัย

การทำงานของ DNA polymerase with strand displacement activity แÿดงการทำงานดังรูปที่ 

2.10 
              ขั ้นตอนนี ้ÿามารถเกิด cycle amplification step (8-11) ด้านปลายของ loop 
forward ก่อน คือÿามารถมี self-primed strand displacement DNA synthesis ÿร้าง DNA จาก 

F1 ต่อไปเรื ่อยๆ จนถึง B1c ขณะ เดียüกัน FIP primer ก็ÿามารถ hybridize กับ F2c ที่ loop 
forward (step 9) และÿร้าง DNA ÿายใĀม่ ได้เป็น 3 copies (step 10) และมี stem loop แบบ 

dumbbell (step 11) ที่ÿามารถเกิด cycle amplification ด้าน backward ขึ้นได้ (step 11) การ

ทำงานจะต่อเนื่องกันตลอดเüลา üนเüียนกันอยู่ ทำใĀ้ได้ target DNA ที่ยาüขึ้นĀลายๆ copies ทำใĀ้

อัตราการÿร้าง DNA ยิ่งมากขึ้น พบü่าÿามารถÿร้าง ได้ 109 – 1010 copies ภายในเüลา 15-60 นาท ี
 

 
รูปที่ 2.10 Āลักการของเทคนิคแลมป์ : ขั้นตอนการขยายüงจร 

ที่มา : Kaewphinit et al. (2014) 
 
            การตรüจÿอบยีนที ่เพิ ่มขยายได้จากเทคนิคแลมปัÿามารถทำได้Āลายüิธ ีเช่น 

เจลอิเลคโตร โฟลิชิÿ นอกจากนี้ÿามารถดูคüามขุ่นที่เกิดขึ้นได้เนื่องจากการเพิ่มขยายยืนในเทคนิค

แลมป์ ทำใĀ้มีÿารpyrophosphate เป็น by product ที่ÿารดังกล่าüÿามารถจับกับ magnesium 
กลายเป็น magnesium pyrophosphate (Hara-Kudo et Al., 2008) ซึ ่งจะตกตะกอนเป็นÿีขาü

ÿามารถเĀ็นได้ด้üยตาเปล่าจะมีปริมาณมากĀรือน้อยขึ้นกับปริมาณการเพิ่มขยายยีนนั้นๆ ดังÿมการ 
(DNA)n-1 + dNTPs       (DNA)n + P2O7-4 

P2O7-4 + 2Mg+2          Mg2P2O 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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          2.9.2 üิธีการตรüจüัดยีนที่เพิ่มขยายขึ้น 
            1) การดูคüามขุ่น 
               ü ิธ ีการตรüจü ัดน ี ้ÿามารถดูผลของปฏิก ิร ิยาจากตะกอนÿีขาüของ 

magnesium pyrophosphate โดยนำĀลอดทดÿอบไปปั่นใĀ้ตกตะกอน ถ้าเกิดการเพ่ิมขยายยีน จะ

พบตะกอนÿีขาüมากดังรูปที่ 2.11 

 
รูปที่ 2.11 ลักþณะคüามขุ่น 

ที่มา : Yasuyoshi and Tsugunori (2009) 
 

            2) การดูÿีฟลูออเรÿเซนต์ 
               üิธีการตรüจüัดนี้ ใช้ÿารฟลูออเรÿเซนต์ เช่น SYBR Green I เติมĀลังจาก

เกิดปฏิกิริยา LAMP แล้ü ถ้ามี product เกิดขึ้นจะเปลี่ยนÿีตั้งต้น (ÿีÿ้ม) ใĀ้กลายเป็นÿีเขียüเมื่อดู

ภายใต้แÿง UV (302 nm) ดังรูปที่ 2.12 Āรืออาจดูภายใต้แÿงธรรมชาติ üิธีนี้มีข้อเÿียคือต้องเปิดฝา

Āลอดทดÿอบเพ่ือเติมÿารฟลูออเรÿเซนต์ ทำใĀ้ product มีโอกาÿฟุ้งกระจายÿูง เกิด carry over ได้

ง่าย จึงได้มีผู ้ดัดแปลงใช้ÿาร calcein แทน ÿารนี ้ÿามารถเติมได้ตั ้งแต่เริ ่มต้นการทดÿอบ ÿาร 

calcein จะจับกับ magnesium ดังนั้นเมื่อมี product เกิดขึ้น จะมีÿาร pyrophosphate เกิดขึ้น

ตาม ÿาร pyrophosphate จะแย่งจับกับ magnesium ทำใĀ้ÿาร calcein เป็นอิÿระจึงใĀ้แÿงฟลูออ

เรÿเชนต์ออกมา 
 

 
รูปที่ 2.12 การเรืองแÿงที่เกิดจากการใช้ÿารฟลูออเรÿเซนต์ 

ที่มา : Yasuyoshi and Tsugunori (2009) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3) การใช้เจลอิเลคโตรโฟลิซิÿ 
               üิธีการตรüจüัดนี ้ÿามารถนำ product จากเทคนิคแลมป์ ไป run gel-
electrophoresis เพื ่อดูยืนที ่เพิ ่มขยายได้ product ที ่ได้จะใĀ้ band Āลาย ๆ ขนาด ต่างจาก

ปฏิกิริยาของ PCR product ทั่üไปที่ใĀ้เพียง 1 band ทั้งนี้เนื่องจากในขั้นตอน cycle amplification 
จะได้ขนาดของดีเอ็นเอแตกต่างกัน 
 
          2.9.3 ข้อดีของเทคนิคแลมป์ 
            1) มีประÿิทธิภาพในการเพิ ่มขยายยืนได้ÿูง ภายใต้ÿภาüะเดียüกัน ที ่อุณĀภูมิ

ประมาณ 60-65 องýาเซลเซียÿ มีคüามไüÿูงในการตรüจจับ DNA ÿามารถตรüจจับ DNA จำนüน

น้อยๆ ได้ถึง 6 copies ในการตรüจĀาเชื ้อไüรัÿ เทคนิคแลมป์ มีคüามไüมากกü่าเทคนิค PCR 
ประมาณ 10-100 เท่า  
            2) LAMP มีคüามจำเพาะÿูงเพราะต้องใช้ specific sites ถึง 6 ตำแĀน่ง โดยใช้ 

primers ถึง 4 เÿ้น ดังนั้นจะช่üยลด background จากการเพิ่มขยายยีนที่ไม่จำเพาะได้ 
            3) เป็นเทคนิคที ่ง่ายในการทดÿอบ ถ้าÿามารถÿร้าง primer ที่เĀมาะÿมได้ ใช้

เครื่องมือพ้ืนฐานทั่üๆ ไปเช่น อ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิ Āรือ heat block 
            4) การตรüจüัดผลการทดÿอบง่าย ไม่ยุ่งยาก และÿามารถเลือกüิธีการตรüจüัดได้ 

ปัจจุบันÿามารถüัดแบบ real time ได ้
            5) ÿามารถใช้ร่üมกับปฏิกิริยา reverse transcription ก็จะÿามารถเพิ่มขยายยีน 

RNA ได้ในประÿิทธิภาพÿูง 
 

2.9.4 ข้อด้อยของเทคนิคแลมป์ 
            1) การออกแบบ primer จะค่อนข้างยุ ่งยาก เพราะต้องใĀ้จำเพาะกับยีนเป้า

Āมายถึง 6 ตำแĀน่ง 
            2) ใช้ primer ในปริมาณท่ีมากกü่าปกติโดยเฉพาะ primer FIP และ BIP 
 
2.10  ยีน cfb 
          ยีน cfb คือยีนที่มีอยู่ในเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae (GBS) เกือบทุกÿายพันธุ์ 

ดังนั ้นการตรüจüิเคราะĀ์ระดับโมเลกุลÿ่üนใĀญ่จะกำĀนดเป้าĀมายไปยังบริเüณของ cfb เพ่ือ

ตรüจĀา GBS (Thwe et al, 2022) โดยยีน cfb เป็นยีนที่เข้ารĀัÿโปรตีน CAMP factor ยีนนี ้มี

คüามÿำคัญในการคüบคุมการผลิต CAMP factor ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยüข้องกับคüามÿามารถในการ

ทำลายเซลล์ของเจ้าบ้าน ในการýึกþาของ Zhang (2021) มีการระบุถึงบทบาทของยีน cfb และ 

CAMP factor ในกระบüนการก่อโรคของ Streptococcus ในปลานิล โดย CAMP factor เป็นĀนึ่ง

ในปัจจัยที่ช่üยใĀ้แบคทีเรียÿามารถĀลบเลี่ยงระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้านและทำลายเนื้อเยื่อได้ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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CAMP factor (co-hemolysin) ถูกÿร้างข้ึนจากยีน cfb เป็นโปรตีนนอกเซลล์ มีขนาด 23.5 
กิโลดาลตัน (kDa) มีบทบาทÿำคัญในการทำใĀ้เชื้อ S. agalactiae (GBS) ก่อโรคได้มากขึ้น  
 
2.11  งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 
 ปัญญิýา และคณะ (2558) ได้ทำการýึกþาเพื่อพัฒนาเทคนิคแลมป์ (LAMP)  เพื่อตรüจĀา

เชื้อ Ichthyophthirius multifiliis ÿาเĀตุของโรคจุดขาüในปลาน้ำจืด โดยทำการออกแบบ 4 ชุดไพร

เมอร์ของแลมป์ ที่มีคüามจำเพาะต่อลำดับนิüคลีโอไทด์ที ่ÿ่üน 18S ribosomal RNA ของเชื ้อ I. 
multifiliis ผลการýึกþาพบü่า ÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการเกิดปฏิกิริยาคือ อุณĀภูมิ 65 °C นาน 60 
นาที และปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อต่ำที่ÿุด ที่ÿามารถพบปฏิกิริยาได้คือ 5 pg ÿามารถตรüจÿอบ

ผลิตภัณฑ์ของเทคนิคแลมป์ (LAMP) ด้üยüิธีอิเล็กโตรโฟรีซิÿของ 1.5 เปอร์เซ็นต์อะกาโรÿเจลที่ย้อม

ด้üยÿารเอธิเดียมโบรไมด์นอกจากนี้ยังพบü่าการใช้เพียงเครื ่องใĀ้คüามร้อนแก่  Āลอดทดลองก็

ÿามารถตรüจÿอบดีเอ็นเอของเชื้อ I. multifiliis ได้ จึงÿรุปได้ü่า เทคนิคแลมป์ (LAMP) ÿามารถ

ตรüจĀาเชื้อ I. multifiliis ได้อย่างรüดเร็ü แม่นยำ และÿามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรüจ

üินิจฉัยโรคในภาคÿนามได้ 

ýรุติüงý์ และคณะ (2556) ได้ทำการýึกþาโดยทำการประยุกต์ใช้ปฏิกิริยาแลมป์ เพื่อเพ่ิม

คüามแม่นยำในการคัดเพýตัüอ่อนโคเนื้อและแพะพ้ืนเมืองไทย โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่มการทดลอง ได้แก่ 

กลุ่มคüบคุมแลมป์ กลุ่มแลมป์เÿริมด้üย ethidium bromide (EB) ที่คüามเข้มข้น 1 mM และกลุ่ม

แลมป์เÿริมด้üย CuSO4 (CS) ที่คüามเข้มข้น 1 M พบü่า การคัดเพýในโคโดยการเÿริม EB (100.0%) 
ใĀ้ผลดีกü่าการเÿริมด้üย CS (74.3%) และกลุ่มคüบคุม (57.2%) (P<0.01) คüามแม่นยำในโคโดย

การเÿริม EB (42.5%) ÿูงที ่ÿุด รองลงมา คือ การเÿริม CS (35.0%) และกลุ ่มคüบคุม (22.5%) 
(P>0.05) การคัดเพýในแพะโดยการเÿริม EB (77.9%) ÿูงที่ÿุด รองลงมา คือ การเÿริม CS (61.1%) 
และกลุ ่มคüบคุม (38.9%) (P>0.05) คüามแม่นยำในแพะโดยการเÿริม CS (50.0%) ÿูงที ่ÿุด 

รองลงมา คือ การเÿริม EB (30.8%) และกลุ่มคüบคุม (19.2%) (P>0.05) ดังนั้น ÿรุปได้ü่า 1) การ

ประยุกต์ใช้ปฏิกิริยาแลมป์โดยการเÿริม EB ที่คüามเข้มข้น 1 mM ÿามารถเพ่ิมคüามแม่นยำในการคัด

เพýตัüอ่อนโคเนื้อได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 2) การเÿริม CS ที่คüามเข้มข้น 1 M ไม่ÿามารถเพิ่มคüาม

แม่นยำในการคัดเพýตัüอ่อนโคเนื้อและแพะได้ 

 จิตรลัดดา และคณะ (2554) ได้พัฒนาชุดตรüจÿำĀรับค้นĀาเชื้อ Human papillomavirus 
type 58 ในผู้ป่üยไทยที่เป็นมะเร็งปากมดลูก โดยใช้เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ซึ่งเป็นüิธีการเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอในĀลอดทดลองภายใต้ÿภาüะอุณĀภูมิคงที่ที ่ 63°C ใช้เüลาเพียง 1 ชั่üโมง ผลการตรüจ

ÿามารถอ่านได้ด้üยตาเปล่าจากคüามขุ่นที่เกิดขึ้น โดยไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเýþ เพียงแค่ใช้ water 
bath ÿำĀรับการปรับอุณĀภูมิก็เพียงพอ จากการýึกþาพบü่าเทคนิคแลมป์ (LAMP) มีคüามไüและ

คüามจำเพาะÿูงต่อดีเอ็นเอเป้าĀมายเทียบเท่ากับเทคนิค nested PCR และÿามารถตรüจพบดีเอ็นเอ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป้าĀมายในตัüอย่างที่มีปริมาณต่ำถึง 10 copies เมื่อเปรียบเทียบผลการตรüจĀาเชื้อในผู้ป่üยมะเร็ง

ปากมดลูกพบü่าผลตรüจÿอดคล้องกันทุกราย ดังนั้นจึงÿามารถÿรุปได้ü่า เทคนิคที่พัฒนาขึ้นนี้มีคüาม

รüดเร็ü แม่นยำ ราคาเĀมาะÿม และลดแรงงาน ซึ่งÿามารถนำไปพัฒนาใช้เป็นüิธีการตรüจĀาเชื้อ 

HPV ในĀ้องปฏิบัติการได้ 

          Gwak et al. (2024) ได้ทำการýึกþาพัฒนาüิธีการตรüจจับ Leuconostoc citreum ณ จุด

ตรüจอย่างรüดเร็üโดยใช้เทคนิคแลมป์ (LAMP) และชุดไพรเมอร์แลมป์ที่ออกแบบมามีคüามจำเพาะ

ÿูง โดยÿามารถแยกแยะเฉพาะÿายพันธุ์ที่ต้องการเท่านั้น จากการทดÿอบกับ 76 ÿายพันธุ์ นอกจากนี้ 

เทคนิคนี้ยังมีคüามไüในการตรüจจับ DNA ปริมาณเพียง 2 pg และเพื่อประเมินคüามÿามารถในการ

ประยุกต์ใช้ของเทคนิค LAMP ได้ทำการเลือกผลิตภัณฑ์แปรรูปที ่ĀลากĀลายจำนüน 20 ชนิด 

ผลการüิจัยยืนยันü่าเทคนิคนี้ÿามารถตรüจจับ L. citreum ได้อย่างÿำเร็จและแม่นยำภายใน 35 นาที 

นอกจากนี้ ใช้ตัüอย่างที่มีการเติม L. citreum เพื่อกำĀนดขีดจำกัดการตรüจจับ พบü่าÿามารถ

ตรüจจับ L. citreum ได้ÿูงถึง 102 Āรือ 103 CFU/mL ดังนั้นเทคนิคแลมป์ (LAMP) ที่พัฒนาขึ้นใน

งานüิจัยนี้เป็นüิธีการตรüจจับ L. citreum ณ จุดตรüจที่รüดเร็ü มีคüามจำเพาะ แม่นยำ และเĀมาะ

ÿำĀรับใช้กับผลิตภัณฑ์แปรรูปต่างๆ 

Shi et al. (2024) ได้ทำการýึกþาการตรüจĀา Rahnella aquatilis ในปลา โดยใช้เทคนิค 

real-time quantitative PCR (RT-qPCR) และเทคนิคแลมป์ (LAMP)  นักüิจัยได้พัฒนาไพรเมอร์

เฉพาะ ÿำĀรับยีน outer membrane protein (OmpA) ของ Rahnella aquatilis และปรับปรุง

ระบบการทดÿอบ โดยใช้พลาÿมิด recombinant pMD18-T ที่มีลำดับยีน OmpA ผลการýึกþา

พบü่า เทคนิค RT-qPCR และ LAMP ÿามารถตรüจจับ Rahnella aquatilis ได้อย่างแม่นยำ ด้üย

คüามจำเพาะ 100% ค่าคüามไüต่ำÿุดของเทคนิค RT-qPCR และ LAMP อยู่ที่ 2.3 copies/µL และ 

2.3 × 101 copies/µL ตามลำดับ เทคนิค RT-qPCR และ LAMP ใช้เüลาในการทดÿอบ 30 นาที 
และ 40 นาที ตามลำดับ ดังนั ้นเทคนิค RT-qPCR และ LAMP ÿำĀรับการตรüจĀา Rahnella 
aquatilis ในปลา มีคüามรüดเร็ü แม่นยำ และÿามารถใช้เป็นเครื่องมือ ในการüินิจฉัย และคüบคุม

โรค ที่เกิดจาก Rahnella aquatilis ในปลา ได้อย่างมปีระÿิทธิภาพ 

Neelima et al. (2023) ได้ทำการประเมินประÿิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ (LAMP)  ÿำĀรับ

การตรüจจับ Listeria monocytogenes อย่างรüดเร็üในปลา โดยเทคนิคแลมป์ (LAMP)  นี้มุ่งเป้าไป

ที่ยีนฮีโมไลซิน (hemolysin gene) และมีการเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมและเทคนิค 

real time PCR (qPCR) ทดลองเทคนิคแลมป์ (LAMP)  และ qPCR โดยใช้ DNA ที่ÿกัดจากปลาที่

เติมเชื้อ Listeria monocytogenes ในระดับคüามเข้มข้นต่าง ๆ เปรียบเทียบประÿิทธิภาพของ

เทคนิคแลมป์ (LAMP)  และ qPCR กับเทคนิค PCR แบบดั้งเดิม ประเมินคüามจำเพาะของเทคนิคทั้ง

ÿาม โดยเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอื่นที่ใกล้เคียง นำเทคนิคแลมป์ (LAMP)  ที่ปรับใĀ้เĀมาะÿม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

25 

ไปใช้กับตัüอย่างปลาจากแĀล่งจริง 204 ตัü เปรียบเทียบคüามแม่นยำของเทคนิคแลมป์ (LAMP) กับ

เทคนิคอ่ืน ๆ ผลที่ได้ คือคüามไüในการตรüจจับของเทคนิคแลมป์ (LAMP)  และ qPCR มีค่าใกล้เคียง

กัน โดยÿามารถตรüจจับ Listeria monocytogenes ได้ที่คüามเข้มข้น 9.6×101 CFU ml-1 จากน้ำ

ซุป และ 8×102 CFU ml-1 จากเนื้อปลาที่เติมเชื้อ เทคนิค PCR แบบดั้งเดิมมีคüามไüในการตรüจจับ

ต่ำกü่า โดยÿามารถตรüจจับ Listeria monocytogenes ได้ที่คüามเข้มข้น 9.8×102 CFU ml-1 จาก

อาĀารเลี้ยงเชื้อเĀลü และ 8×104 CFU ml-1 จากเนื้อปลาที่เติมเชื้อ เทคนิคทั้งÿามมีคüามจำเพาะ 

100% เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอื่นที่ใกล้เคียง เมื่อนำเทคนิคแลมป์ (LAMP)  ที่ปรับใĀ้

เĀมาะÿมไปใช้กับตัüอย่างปลาจากแĀล่งจริง 204 ตัü พบü่ามีคüามแม่นยำ 70.59% เมื่อเทียบกับ

เทคนิคมาตรฐาน (gold standard) ในขณะที่เทคนิค PCR แบบดั้งเดิมมีคüามแม่นยำเพียง 52.94% 

อย่างไรก็ตาม การเพิ่มระยะเüลาการเพาะเชื้อของตัüอย่างที่ผลตรüจแลมป์เป็นลบ (negative) เป็น

เüลา 6 ชั่üโมง ÿามารถเพิ่มคüามไüในการตรüจจับได้ถึง 100% เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ที่ปรับใĀ้

เĀมาะÿมÿามารถตรüจจับตัüอย่างปลาที่ผลตรüจเป็นลบ (negative) ด้üยเทคนิคเพาะเชื้อได้ทั้งĀมด 

แÿดงใĀ้เĀ็นคüามจำเพาะในการตรüจจับ 100% เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ใช้เüลาน้อยที่ÿุดในการ

ตรüจจับเมื่อเทียบกับเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมและ qPCR เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ที่ปรับใĀ้เĀมาะÿม

นี้ÿามารถใช้เป็นเครื่องมือตรüจจับ Listeria monocytogenes ในปลาได้อย่างรüดเร็ü แม่นยำ และ

ÿะดüก ช่üยในการคüบคุมคüามปลอดภัยของอาĀารทะเลได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 

Mendoza-Avilés et al. (2021) ได้ýึกþาเก่ียüกับเทคนิคแลมป์ (LAMP) เพ่ือüินิจฉัยโรคติด

เช ื ้อในÿ ัตü ์น ้ำในเน ื ้อเย ื ่อของĀอยนางรม (Crassostrea spp.) และก ุ ้ งขาü (Litopenaeus 
vannamei) ที่เลี้ยงในเม็กซิโก โดยได้รüบรüมตัüอย่างĀอยนางรมและกุ้งที่ติดเชื้อและไม่ติดเชื้อจาก

ฟาร์มต่างๆ บนชายฝั่งตะüันตกเฉียงเĀนือของเม็กซิโก เพ่ือนำมาใช้ในการปรับมาตรฐานเทคนิคแลมป์ 

(LAMP) และได้คัดเลือกยีนเป้าĀมายที่เĀมาะÿมจากการüิเคราะĀ์ชุดไพรเมอร์จำนüนมากในขั้นตอน

แรก และเลือกชุดไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมต่อตัüอย่างจากเม็กซิโกได้ÿำเร็จ ทำการปรับÿภาüะปฏิกิริยา 

แลมป์ÿำĀรับเชื้อโรคแต่ละชนิดด้üยชุดไพรเมอร์ที่เลือก โดยใช้การไล่ระดับอุณĀภูมิตั้งแต่ 61 ถึง 65 
°C คüามเข้มข้นของ DNA ตั้งแต่ 2.5 pg ถึง 250.0 ng และระยะเüลาปฏิกิริยาตั้งแต่ 10 ถึง 60 นาที 

การýึกþานี้ได้ÿร้างกระบüนการüินิจฉัยÿำĀรับตรüจĀาเชื้อโรคในĀอยนางรมและกุ้งจากเม็กซิโก การ

üินิจฉัยและรักþาเชื้อโรคในระยะเริ่มต้นÿามารถลดการแพร่ระบาดของโรคในฟาร์มเพาะเลี้ยงÿัตü์น้ำ

ได้อย่างมาก 

          GAO et al. (2010) ได้ýึกþาพัฒนาüิธ ีการตรüจĀา Vibrio anguillarum โดยใช้เทคนิค

แลมป์ (LAMP) ซึ ่งÿามารถตรüจĀาเชื ้อได้ภายใน 1 ชั ่üโมง โดยไม่ต้องใช้เครื ่องปั ่นคüามร้อน 

(thermal cycler) บริเüณที่คงอยู่ของยีน metalloproteinase (empA) ของ V. anguillarum ถูก

ใช้เป็นเป้าĀมายในการออกแบบไพรเมอร์ ชิ้นÿ่üนของยีน empA ถูกขยายที่อุณĀภูมิ 65°C ในÿภาüะ

ที ่มีÿ ่üนผÿมของไพรเมอร์และเอนไซม์ Bst DNA polymerase ในการทดÿอบแลมป์ที ่ปรับใĀ้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เĀมาะÿม ÿามารถตรüจจับ DNA ของ V. anguillarum ได้ 6.7 pg ใช้เชื้อแบคทีเรีย V. anguillarum 
6 ÿายพันธุ์และเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ใช่ V. anguillarum 17 ÿายพันธุ์ในการýึกþาประเมินคüามจำเพาะ

ของÿายพันธุ ์ของไพรเมอร์ ผลปรากฏü่าเชื ้อ V. anguillarum ทั้ง 6 ÿายพันธุ ์ใĀ้ผลบüกในการ

ทดÿอบแลมป์ นอกจากนี้ üิธีนี้ยังได้รับการยืนยันในปลาที่ติดเชื้อ V. anguillarum อีกด้üย üิธีการ

แลมป์นี้มีคüามไüในการตรüจĀา V. anguillarum มากกü่า PCR และมีคüามจำเพาะของÿายพันธุ์ที่ดี 

ดังนั้นüิธีการแลมป์จึงเป็นüิธีที่มีประÿิทธิภาพในการตรüจĀา V. anguillarum อย่างรüดเร็ü ทั้งใน

Ā้องปฏิบัติการและในภาคÿนาม 

          Yeh et al. (2006) ได้ýึกþาการตรüจจับ Flavobacterium columnare ในปลาÿลิดĀัüมัน 

(Ictalurus punctatus) อย่างรüดเร็üและแม่นยำด้üยเทคนิคแลมป์ (LAMP)  ออกแบบชุดไพรเมอร์ 

4 ตัü (2 ตัüนอก 2 ตัüใน) เพื่อจำแนกยีน 16S ribosomal RNA ของเชื้อโรคนี้โดยเฉพาะ เตรียม

แม่แบบ DNA ของแบคทีเรียด้üยüิธีการไลซิÿคüามร้อนในÿารละลายไลซิÿ  ทำการขยายÿ่üนยีนที่

ต้องการที่อุณĀภูมิ 65°C เป็นเüลา 1 ชั่üโมง üิเคราะĀ์ผลิตภัณฑ์ยีนที่ขยายด้üยการรันเจลอิเล็กโทร

โฟเรซิÿแบบอะกาโรÿ และตรüจจับด้üยการย้อมเจลด้üยเอทิดิอัมโบรไมด์ นอกจากนี้ ยังมีการทดลอง

เทคนิค PCR ในการýึกþาครั้งนี้ ผลการüิจัยแÿดงใĀ้เĀ็นü่ามีการขยายแบนด์แบบบันไดขนาด 204 
bp ซึ่งจำเพาะต่อยีน 16S ribosomal RNA ของ Fl. columnare ขีดจำกัดการตรüจจับของเทคนิค 

LAMP เทียบเคียงกับ PCR ในการทดลองกับ DNA ที่เตรียมไü้ นอกจากนี้ เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ที่

ปรับใĀ้เĀมาะÿมนี้ÿามารถตรüจจับยีน 16S ribosomal RNA ของ Fl. columnare ในปลาÿลิด

Āัüมันที่ติดเชื้อได้ ดังนั้นเทคนิคแลมป์ (LAMP)  เป็นเทคนิคที่รüดเร็ü แม่นยำ เฉพาะเจาะจง ใช้งาน

ง่าย และคุ ้มค่าÿำĀรับการตรüจจับ Fl. columnare ในปลาÿลิดĀัüมัน จึงเĀมาะÿำĀรับการ

üินิจฉัยโรคคอลัมนาริÿอย่างรüดเร็üในฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาและภาคÿนาม 

          Savan et al. (2004) ได ้ý ึกþาü ิธ ีการü ิน ิจฉ ัยโรคเอ ็ดเü ิร ์ดซ ิ เอลโลซ ิÿในปลาญี ่ปุ่น 

(Paralichthys olivaceus) โดยใช้เทคนิคแลมป์ (LAMP)  ในการตรüจจับ DNA นักüิจัยได้ออกแบบ

ชุดไพรเมอร์ 4 ตัüที่ÿามารถจับกับยีนเฮโมไลซินของ Edwardsiella tarda ซึ่งเป็นยีนที่จำเป็นต่อ

คüามรุนแรงของโรค เงื่อนไขÿำĀรับการตรüจจับด้üยแลมป์ ได้รับการปรับใĀ้เĀมาะÿมเพื่อใĀ้ÿามารถ

ตรüจจับ E. tarda ได้ภายใน 45 นาที ที่อุณĀภูมิ 65°C และเมื่อเปรียบเทียบกับüิธีการตรüจจับแบบ

ดั้งเดิม üิธีแลมป์ใĀม่นี้มีคüามไüและเฉพาะเจาะจงมากกü่าอย่างมาก üิธีนี้ÿามารถตรüจจับ E. tarda 
ได้อย่างแม่นยำจากตัüอย่างต่างๆ ของปลาญี่ปุ ่นที่ติดเชื้อ เช่น ไต ม้าม และน้ำทะเลที่เพาะเลี้ยง 

นอกจากนี้ ยังไม่มีการขยายพันธุ์ของยีนเฮโมไลซินเป้าĀมายในแบคทีเรียที่เกี่ยüข้องอื่นๆ  ดังนั้นการ

พัฒนาüิธีแลมป์ใĀม่นี้ถือเป็นคüามก้าüĀน้าที่ÿำคัญ เนื่องจากช่üยใĀ้ÿามารถüินิจฉัยโรคเอ็ดเüิร์ดซิเอล

โลซิÿได้อย่างรüดเร็üและแม่นยำ ซึ่งจะช่üยคüบคุมการระบาดของโรค ลดคüามÿูญเÿียทางเýรþฐกิจ

ในฟาร์มเลี้ยงปลา  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 
3.1 ตัüอย่างปลานิล 
          ซื้อปลานิลจากร้านขายปลา ในตลาดĀัüตะเข้ ทำการชั่งน้ำĀนัก และüัดขนาดตัüอย่างปลานิล 
 
3.2 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
          3.2.1 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการเก็บตัüอย่างปลานิล 
                  1) เครื่องชั่ง 

             2) ไม้บรรทัด 
             3) ถุงมือยาง 
             4) ถาดผ่าตดั 
             5) ถุงร้อนขนาด 12x18 
    3.2.2 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการแยกเชื้อแบคทีเรียจากปลา 

                 1) ชุดอุปกรณ์ผ่าตัดปลา 
        2) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
        3) ขüดแอลกอฮอลล์ 95% 
        4) ไฟแช็ค 
        5) ÿำลี 
        6) กระดาþทิชชู่ 
        7) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
        8) ที่üางĀลอดทดลอง  
        9) จานเพาะเชื้อ 
       10) ตู้ปลอดเชื้อ 
       11) ตู้บ่มเชื้อ 

         3.2.3 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการแยกเชื้อแบคทีเรียใĀ้บริÿุทธิ์ 
                  1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

        2) ไฟแช็ค 
        3) กระดาþทิชชู่ 
        4) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
        5) ที่üางĀลอดทดลอง  
        6) จานเพาะเชื้อ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7) ตู้ปลอดเชื้อ 
        8) ตู้บ่ม 
        9) แอลกอฮอล์ 70% 

          3.2.4 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการจำแนกเชื้อแบคทีเรีย 
                  3.2.4.1 การย้อมแกรม 
                            1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

                   2) ไฟแช็ค 
                   3) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
                   4) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   5) ÿไลด์ 
                   6) กระดาþเช็ดเลนÿ์ 
                   7) กล้องจุลทรรýน์ 
                   8) แอลกอฮอล์ 95%  
                   9) Crystal violet 

                             10) Gram Iodine 
                   11) Gram Safranin O  
                   12) Immersion oil 

                  3.2.4.2 Oxidase Test 
                  1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
                   2) ไฟแช็ค 
                   3) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
                   4) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   5) กระดาþกรอง 
                   6) Oxidase reagent 

                   3.2.4.3 Catalase Test 
                            1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

                   2) ไฟแช็ค 
                   3) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
                   4) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   5) ÿไลด์ 
                   6) Catalase reagent 

                   3.2.4.4 OF Test (Oxidation fermentation test) 
                   1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                   2) ไฟแช็ค 
                   3) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
                   4) เข็มเขี่ยเชื้อ  
                   5) Āลอดทดลอง 
                   6) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   7) ตู้บ่ม 
                   8) oil 
          3.2.4.5 ทดÿอบด้üยอาĀาร TSI 
                   1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
                   2) ไฟแช็ค 
                   3) เข็มเขี่ยเชื้อ  
                   4) Āลอดทดลอง 
                   5) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   6) ตู้บ่ม 

                     3.2.4.6 ทดÿอบด้üยอาĀาร Bile Esculin Agar Base 
                   1) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
                   2) ไฟแช็ค 
                   3) เข็มเขี่ยเชื้อ  
                   4) Āลอดทดลอง 
                   5) ที่üางĀลอดทดลอง  
                   6) ตู้บ่ม 
3.2.5 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการÿกัดดีเอ็นเอ 

                  1) เพลทเชื้อที่ต้องการÿกัดดีเอ็นเอ 
                  2) ถุงมือยาง 
                  3) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
                  4) ไฟแช็ค 
                  5) Ā่üงเขี่ยเชื้อ  
                  6) ที่üางĀลอดทดลอง  
                  7) Āลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1.5 ml 
                  8) เครื่องปั่นเĀüี่ยง  
                  9) ชุด GenUP™ gDNA Kit (biotechrabbit GmbH Berlin, Germany) 
(ประกอบด้üย Buffer LYSIS LG, Proteinase K, Buffer BINDING BD, Mini Filters, Collection 
Tubes, Buffer WASH C, Buffer ELUTION, Elution Tubes) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                  10) Auto pipet ขนาด 200 µl และ 1,000 µl 
                  11) pipette tip ขนาด 200 µl และ 1,000 µl 
                  12) อ่างคüบคุมอุณĀภูมิ  
 3.2.6 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการตรüจÿอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 
                  1) เครื่องüัดปริมาณÿารพันธุกรรม (BioDrop DUO UV/Vis) 
                   2) น้ำกลั่น 
                   3) ÿารที่ใช้ในการละลายตะกอนดีเอ็นเอ  
                   4) Auto pipet ขนาด 10 µl 
                   5) pipette tip ขนาด 10 µl 
                   6) กระดาþเช็ดเลนÿ์ 
          3.2.7 อุปกรณ์ และÿารเคมีที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาแลมป์ 

       1) Āลอดพีซีอาร์  
        2) Āลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1.5 ml 
        3) ที่üางĀลอดทดลอง  
        4) ที่üางĀลอดทดลอง  
        5) ถุงมือยาง 
        7) pipette tip ขนาด 10 µl 
        8) Auto pipet ขนาด 10 µl 
        9) เครื่องเพ่ิมปริมาณÿารพันธุกรรม  
        10) กล่องน้ำแข็ง 
   
3.3 อาĀารเลี้ยงเชื้อ  
        1) Trytipase Soy Agar (TSA) 
        2) OF Basal medium  
        3) Triple Sugar Iron Agar (TSI) 
        4) Bile Esculin Agar Base 
 
3.4 เชื้อที่ใช้ทดÿอบ 
          Streptococcus agalactiae 
          Staphylococcus sp. 
          Lactococcus garvieae 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.5 การแยกเชือ้แบคทีเรียจากปลานิล 
แยกเชื้อแบคทีเรียจากปลานิลจากอüัยüะภายใน บริเüณตับ ม้าม และไต โดยเช็ดทำคüามÿะอาด

ผิüĀนังปลา และทำการเปิดช่องท้องของปลา โดยใช้กรรไกรที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้üÿอดเข้าไปบริเüณรู

ทüารด้านล่าง และตัดตามแนüขüางของลำตัü  (โดยต้องระüังไม่ใĀ้ไปโดนอüัยüะภายใน) และใช้ÿำลี

ชุบแอลกอฮอล์ 70% เช็ดบริเüณตำแĀน่งเปิดอüัยüะเป้าĀมาย จากนั้นใช้มีดผ่าตัดที่ผ่านการฆ่าเชื้อ

แล้üเปิดผ่านผüิĀนังจนÿามารถนำลูปเขี่ยเข้าถึงอüัยüะเป้าĀมาย แล้üนำลูปที่เผาไฟเพ่ือฆ่าเชื้อแล้üมา

เขี่ยเชื้อจากตับ ม้าม และไต และใช้ลูปนั้นเขี่ย (Streak) ลงบนเพลทอาĀารเลี้ยงเชื้อ TSA จากนั้นนำ

เพลทไปบ่มที่อุณĀภูมิ 30 °C เป็นเüลา 1-2 üัน แล้üทำการแยกเชื้อใĀ้บริÿุทธิ์ Āลังจากนั้นทำการ

เลือกโคโลนีที่ÿนใจ และนำไป Streak ลงบนอาĀารเลี้ยงเชื้อเพลทใĀม่ แล้üบ่มที่อุณĀภูมิ 30 °C เป็น

เüลา 1-2 üัน 
 
3.6 จำแนกเชื้อแบคทีเรียด้üยüิธีทางชีüเคมี 
     3.6.1. การย้อมแกรม 

เตรียมตัüอย่างกระจกÿไลด์ โดยĀยดน้ำกลั ่นลงบนÿไลด์ที ่ÿะอาด 1 Āยด เขี ่ยเชื้อ

แบคทีเรียจากโคโลนีบนอาĀารเลี้ยงเชื้อ แล้üทำการละเลงเชื้อลงในĀยดน้ำใĀ้กระจายใĀ้ทั่üผิüÿไลด์  
ทิ้งใĀ้แĀ้งยึดเชื้อตัüอย่างกับÿไลด์ โดยลนเปลüไฟไปมา 2-3 ครั้ง ทิ้งใĀ้เย็น จากนั้นนำไปย้อมแกรม 

ขั้นตอนการย้อมแกรม เริ่มจากĀยด Gram cystal violet ลงบนÿไลด์ใĀ้ท่üมตัüอย่าง ทิ้ง

ไü้นาน 1 นาที แล้üล้างออกด้üยน้ำกลั่น Āลังจากนั้นĀยด Gram iodine ลงบนÿไลด์ใĀ้ท่üมตัüอย่าง 

ทิ้งไü้นาน 1 นาที แล้üล้างออกด้üยน้ำกลั่น และล้างÿีด้üยเอทิลแอลกอฮอล์ 95% นาน 30 üินาที แล้ü

จึงตามด้üยน้ำกลั่น แล้üĀยด Gram safranin O ลงบนÿไลด์ใĀ้ท่üมตัüอย่าง ทิ้งไü้นาน 1 นาที แล้ü

ล้างออกด้üยน้ำกลั่น ทิ้งใĀ้แĀ้งนำไปÿ่องดูด้üยกล้องจุลทรรýน์ 
 

3.6.2. Oxidase Test 
ทำการĀยดÿารละลาย Oxidase ลงบนกระดาþทดÿอบ แล้üเขี่ยเชื้อจากเพลทอาĀาร

และเข่ียเชื้อลงกระดาþทดÿอบนั้น          
             

3.6.3. Catalase Test 
ทำการเขี่ยเชื้อแบคทีเรียจากโคโลนีมาเขี่ยบนÿไลด์ที่ÿะอาด แล้üĀยด 3% Hydrogen 

peroxide ลงบนแบคทีเรีย 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6.4. OF Test (Oxidation fermentation test) 
 เตรียม OF media ในĀลอดทดลอง เขี่ยเชื้อแบคทีเรีย จากโคโลนีด้üย Needle ชนิดละ 

2Āลอด ด้üยการ Stap ลง OF media แล้üเติม oil ลงในĀลอดทดลอง 1 Āลอด เป็น Fermentative 
tube ÿ่üนอีกĀลอดĀนึ่งเป็น Oxidative tube นำไปบ่มท่ีอุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 24 ชั่üโมง             
               

3.6.5. ทดÿอบด้üยอาĀาร TSI 
เตรียมอาĀาร Triple sugar iron agar (TSI) ในĀลอดทดลอง ทำการเข่ียเชื้อโดยใช้ 

Needle แล้ü streak บนผüิĀน้าอาĀาร จากนั้น stab ลงไปในอาĀาร ประมาณครึ่งĀลอด นำไปบ่มที่

อุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 24 ชั่üโมง              
 
3.6.6. ทดÿอบด้üยอาĀาร Bile Esculin Agar Base 

เตรียมอาĀาร Bile Esculin Agar Base ในĀลอดทดลอง ทำการเขี่ยเชื้อโดยใช้ Needle 
แล้ü streak บนผิüĀน้าอาĀาร จากนั้น stab ลงไปในอาĀาร ประมาณครึ่งĀลอด นำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 

37 °C เป็นเüลา 24 ชั่üโมง 
 
3.7 การÿกัดดีเอ็นเอ  

3.7.1 การÿกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
ทำการÿกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโดยทำตามüิธีที่แนะนำของชุด kit โดยใช้ปิเปตดูด

อาĀารเĀลüปริมาตร 1 ml ใÿ่ลงในĀลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1.5 ml และใช้ลูปที่เผาไฟแล้üเขี่ยเชื้อบน

เพลทอาĀาร ใÿ่ลงในĀลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1.5 ml (ไม่เกิน 5 x 106 เซลล์) แล้üปั่นเĀüี่ยงเซลล์

เพาะเลี้ยงที่คüามเร็ü 7,500 rpm เป็นเüลา 10 นาที และเทน้ำÿ่üนใÿออก เก็บเฉพาะตะกอนเซลล์ 
จากนั้นเติม Buffer LYSIS LG 200 µl และ Proteinase K 25 µl ลงในĀลอดตะกอนเซลล์ ผÿมใĀ้

เข้ากันโดย vortex  5 üินาที แล้üนำĀลอดไปบ่มที่อุณĀภูมิ 50°C เป็นเüลา 30 นาที Āรือจนกü่า

ตะกอนเซลล์จะละลายจนใÿ โดยทำการ vortex 3-4 ครั ้งระĀü่างการบ่ม จากนั ้นเติม Buffer 
BINDING BD 200 µl ลงในĀลอดแล้üผÿมใĀ้เข้ากันโดยการ vortex Āรือ ปิเปตขึ้น-ลงĀลายๆ ครั้ง 
แล้üเทÿารละลายลงในช่องกรองขนาดเล็ก (Mini Filter) ที่üางในĀลอดเก็บตัüอย่าง (Collection 
Tube) นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 rpm เป็นเüลา 2 นาที แล้üเทน้ำÿ่üนใÿออก และเปลี่ยน 

Āลอดเก็บตัüอย่าง (Collection Tube) ทำการเติม Buffer WASH C 700 µl ลงใน Mini Filter ที่อยู่

ในĀลอดเก็บตัüอย่างใĀม ่(Collection Tube) แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 rpm เป็นเüลา 

1 นาที เทน้ำÿ่üนใÿออก และใช้Āลอดเก็บตัüอย่างอันเดิม (Collection Tube) ทำซ้ำโดยเติม Buffer 
WASH C อีก 700 µl และนำไปปั่นเĀüี่ยงอีก 2 นาที แล้üเทน้ำÿ่üนใÿออก และทิ้ง Collection 
Tube เก็บช่องกรองขนาดเล็กไü้ (Mini Filter)  จากนั้นüางช่องกรองขนาดเล็กไü้ (Mini Filter) ลงใน

Āลอดชะล้างอันใĀม่ (Elution Tube) และเติม Buffer ELUTION 20-50 µl ลงตรงกลางช่องกรอง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ขนาดเล็ก (Mini Filter) บ่มที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 1 นาที นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 8,000 rpm 
เป็นเüลา 1 นาที ÿุดท้ายจะได้ดีเอ็นเอ ทีอ่ยู่ในĀลอดชะล้าง (Elution Tube) 

 
3.7.2   การÿกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อ (Tissue)  

ทำการÿกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อโดยทำตามüิธีที่แนะนำของชุด kit โดยในการทดลองนี้จะ

ทำการÿกัดเนื้อเยื่อจากเĀงือกปลาผÿมกับเซลล์แบคทีเรีย โดยการนำเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae ที่

ได้เตรียมไü้ มาปรับคüามขุ่นใĀ้มีค่าเท่ากับ 0.5 ของมาตรฐานแม็กฟาร์แลน (McFarland standard) 
ซึ่งจะได้ค่าประมาณ 1.5x108 CFU/mL จากนั้นทำการเจือจางเชื้อแบคเรียทีละ 10 เท่า ไปจนถึง 

1.5x101 จะได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคüามเข้มข้น 1.5x108 ถึง 1.5x101 CFU/mL และตัดเĀงือกปลามา 

25 mg นำมาบดใĀ้ละเอียดด้üยโกร่งและเติมเชื้อแบคทีเรียเพียง 0.1 ml Āรือ 100 µl ต่อเĀงือกปลา 

25 mg ซึ ่งÿุดท้ายแล้üจะได้เชื ้อ Streptococcus agalactiae ที ่คüามเข้มข้น 1.5x107 ถึง 1.5 

CFU/ml ต่อเĀงือกปลา 25 mg  แล้üดูดใÿ่Āลอดปั่นเĀüี่ยงขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม Buffer LYSIS 
LG 400 µl และ Proteinase K 25 µl ลงในĀลอด ผÿมใĀ้เข้ากันโดย vortex  5 üินาที แล้üนำĀลอด

ไปบ่มที่อุณĀภูมิ 50°C เป็นเüลา 1-2 ชั่üโมง Āรือจนกü่าÿารละลายจะใÿ โดยทำการ vortex 3-4 ครั้ง

ระĀü่างการบ่ม จากนั้นเติม Buffer BINDING BD 200 µl ลงในĀลอดแล้üผÿมใĀ้เข้ากันโดยการ 

vortex Āรือ ปิเปตขึ้น-ลงĀลายๆ ครั้ง แล้üเทÿารละลายลงในช่องกรองขนาดเล็ก (Mini Filter) ที่üาง

ในĀลอดเก็บตัüอย่าง (Collection Tube) นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 rpm เป็นเüลา 2 นาที 

แล้üเทน้ำÿ่üนใÿออก และเปลี่ยนĀลอดเก็บตัüอย่าง (Collection Tube) ทำการเติม Buffer WASH 
C 700 µl ลงในช่องกรองขนาดเล็ก (Mini Filter) ที่อยู่ในĀลอดเก็บตัüอย่างอันใĀม่ (Collection 
Tube) แล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 rpm เป็นเüลา 1 นาที เทน้ำÿ่üนใÿออก และใช้Āลอด

เก็บตัüอย่างอันเดิม (Collection Tube) ทำซ้ำโดยเติม Buffer WASH C อีก 700 µl และนำไปปั่น

เĀüี่ยงอีก 2 นาที แล้üเทน้ำÿ่üนใÿออก และทิ้งĀลอดเก็บตัüอย่าง (Collection Tube) เก็บเฉพาะ

ช่องกรองขนาดเล็กไü้ (Mini Filter) จากนั้นüางช่องกรองขนาดเล็ก (Mini Filter) ลงในĀลอดชะล้าง

อันใĀม ่(Elution Tube) และเติม Buffer ELUTION 20-50 µl ลงตรงกลางช่องกรองขนาดเล็ก (Mini 
Filter) บ่มที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 1 นาที นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 8,000 rpm เป็นเüลา 1 นาที 

ÿุดท้ายจะได้ดีเอ็นเอ ที่อยู่ในĀลอดชะล้าง (Elution Tube) โดยเก็บดีเอ็นเอที่ÿกัดได้ที่อุณĀภูมิ 4°C 
ÿำĀรับการเก็บรักþาระยะÿั้น Āรือที่อุณĀภูมิ -20°C ÿำĀรับการเก็บรักþาระยะยาü 

 
3.8 การตรüจÿอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 

การตรüจÿอบคุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นเอ ทำด้üยüิธีการüัดค่าการดูดกลืนคลื่นแÿงด้üย

เครื่องÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ BioDrop DUO UV/Vis โดยทำการตั้งค่าที่Āน้าจอเป็นการตรüจÿอบ

คุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นเอ และทำการตั้งค่าเริ่มต้น (blank) โดยĀยด elution buffer ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ลงในĀลุมของเครื่อง BioDrop DUO UV/Vis และกดเซ็ต blank ที่Āน้าจอ จากนั้นใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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กระดาþเช็ดเลนÿ์ซับ elution buffer ออก แล้üĀยดÿารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงใน

Āลุม และกดตรüจÿอบดีเอ็นเอที ่Āน้าจอแล้üทำการบันทึกผล จากนั้นใช้กระดาþเช็ดเลนÿ์ซับ

ÿารละลายดีเอ็นเอใĀ้ÿะอาด แล้üทำการล้างĀลุมĀยดÿารโดยĀยดน้ำกลั่น ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
และใช้กระดาþเช็ดเลนÿ์ซับใĀ้ÿะอาด  
 
3.9 ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae  
          ในการทดลองนี้ ใช้ไพรเมอร์จำนüนทั้งÿิ้น 4 เÿ้น โดยเลือกใช้ไพรเมอร์ตามงานüิจัยก่อนĀน้า 

(Ke et al., 2014) ดังแÿดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางท ี ่  3.1  ลำด ับน ิüคล ีโอไทด ์ของไพรเมอร ์ท ี ่จำเพาะก ับย ีน  cfb ของเช ื ้อแบคท ี เรีย 
Streptococcus agalactiae (Ke et al., 2014)  

ไพรเมอร์ ลำดับนิüคลีโอไทด์ (5′–3′) 
F3 AGTAATAGCCTCATTAACCGG 
B3 CTAGTGGCTGGTGCATTG 
FIP GCTCAAAAGCTTGATCAAGATAGC-TTTT-CTGTTCCCTGAACATTATCTTTG 
BIP TTACTTGATTTACCACTTGTGGAGT-TTTT-TTCACCAGCTGTATTAGAAGT 

 
3.9.1 การทดÿอบĀาอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมÿําĀรับการทําปฏิกิริยาแลมป์ 

ทําการทดลองโดยใช้ไพรเมอร์ที่จําเพาะต่อยีน cfb ของเชื้อ S. agalactiae และทํา

ปฏิกิริยาแลมป์ ที่อุณĀภูมิต่าง ๆ กัน ได้แก่ 60°C 61°C 62°C 63°C 64°C และ 65°C เป็นเüลา 60 
นาท ีโดยใช้ÿ่üนผÿมของÿารในปฏิกิริยาแลมป์ ดังแÿดงในตารางที ่3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 ÿ่üนผÿมในการทำปฏิกิริยาแลมป์ ปริมาตรทั้งĀมด 20 ไมโครลิตร (µl) 

ÿ่üนผÿมของปฏิกิริยาแลมป์ ปริมาตร (µl) คüามเข้มข้นÿุดท้าย 
10X ThermoPol Buffer 2.00 1X 
MgSO4 (100 mM) 2.00 10 mM 
dNTP Mix (25 mM) 1.12 1.4 mM 
FIP/BIP Primers (10 µM) 3.20 1.6 µM 
F3/B3 Primers (10 µM) 0.40 0.2 µM 
Bst DNA Polymerase (8000 U/ml) 0.90 360 U/ml 
Nuclease-free Water 6.38  
DNA Sample 4.00  

ปริมาตรรüม 20.00  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ทำปฏิกิริยาแลมป์โดยนำÿ่üนผÿมใĀ้คüามร้อนที ่อุณĀภูมิ 95°C เป็นเüลา 5 นาที 
จากนั้นนำมาทำใĀ้เย็นอย่างรüดเร็üโดยแช่บนน้ำแข็ง แล้üเติม Bst DNA Polymerase ลงไป 0.9 µl 
แล้üนำไปทำปฏิกิริยา ที่อุณĀภูมิต่าง ๆ กัน ได้แก่ 60°C 61°C 62°C 63°C 64°C และ 65°C เป็นเüลา 

60 นาที และĀยุดปฏิกิริยาการทำงานของเอนไซม์ ที่อุณĀภูมิ 80°C เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นนำ

ผลิตภัณฑ์แลมป์มาตรüจÿอบผลที่ได้ ด้üยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 

2 เปอร์เซ็นต ์
 

3.9.2 การทดÿอบคüามไüและประÿิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ 
           3.9.2.1 การýึกþาĀาคüามไüของเทคนิคแลมป์ 
             ตรüจÿอบคüามไüของไพรเมอร์ÿำĀรับยีน cfb ในการตรüจĀาเชื ้อ S. 
agalactiae ด้üยเทคนิคแลมป์ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ S. agalactiae ซึ่งจะนำดีเอ็นเอไปตรüจÿอบ

คุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นเอด้üยüิธีการüัดค่าการดูดกลืนคลื่นแÿงด้üยเครื่อง ÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

BioDrop DUO UV/Vis เพื่อใĀ้ทราบคüามเข้มข้นเริ่มต้น แล้üทำการเจือจางทีละ 10 เท่า (10-fold 
dilution) โดยÿกัดได้คüามเข้มข้นของดีเอ็นเอเริ ่มต้นเท่ากับ 40 ng/µl แล้üทำการเจือจางคüาม

เข้มข้นของดีเอ็นเอเป็น 40, 4.0, 0.4, 0.004 ,0.0004 ng/µl โดยใน 1 reaction ประกอบด้üย 20 µl 
ซึ่งใÿ่ตัüอย่างดีเอ็นเอปริมาตร 4 µl จะได้คüามเข้มข้นÿุดท้ายในการทำปฏิกิริยาเป็น 8, 8x10-1, 
8x10-2, 8x10-3 , 8x10-4, 8x10-5 ng/µl และนำตัüอย่างดีเอ็นเอมาทำปฏิกิริยาแลมป์ นำผลิตภัณฑ์

จากปฏิกิริยาแลมป์ตรüจÿอบผลด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 
เปอร์เซ็นต ์
 
           3.9.2.2 การýึกþาĀาคüามจําเพาะของเทคนิคแลมป์ 
             ตรüจÿอบคüามจำเพาะของไพรเมอร ์ÿำĀร ับย ีน  cfb ของเช ื ้อ  S. 
agalactiae โดยใช้คüามเข้มข้นดีเอ็นเอที่เท่ากันของเชื้อแบคทีเรียที่ที่เกี่ยüข้องกับปลานิลที่เป็นโรค 

ได้แก่ Staphylococcus sp., Lactococcus garvieae, Aeromonas, Edwordsiella, Citrobacter 
จากนั้นนำดีเอ็นเอที่ÿกัดได้ของแต่ละแต่เชื้อไปตรüจÿอบคุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นเอด้üยüิธีการüัด

ค่าการดูดกลืนคลื่นแÿงด้üยเครื่อง ÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ BioDrop DUO UV/Vis เพื่อใĀ้ทราบคüาม

เข้มข้นเริ่มต้น และทำการเจือจางดีเอ็นเอทุกตัüอย่างใĀ้มีคüามเข้มข้นเท่ากัน และนำตัüอย่างดีเอ็นเอ

มาทำปฏิกิริยาแลมป์ แล้üนำผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ตรüจÿอบผลด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ ที่

คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต ์
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.10 การประยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์ 
เพื ่อประเมินประÿิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ (LAMP) ในการตรüจĀา Streptococcus 

agalactiae ในเĀงือกปลา ได้ทำการทดÿอบโดยการเติมเชื้อในปริมาณที่ทราบลงในตัüอย่าง (Spike 
Test) โดยใช้เĀงือกปลา 25 mg ผÿมกับเชื้อ S. agalactiae ที่คüามเข้มข้น 1.5x108 ถึง 1.5x101 
CFU/ml โดยใÿ่เชื้อแบคทีเรีย 0.1 ml (100 µl) ต่อเĀงือกปลา 25 mg ทำใĀ้ได้คüามเข้มข้นของ S. 
agalactiae ในเĀงือกปลา 25 mg อยู่ที่ 1.5x107 ถึง 1.5x10-1 CFU/ml จากนั้นทำการÿกัด DNA 
จากเĀงือกปลาแต่ละตัüอย่าง และตรüจÿอบคุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นด้üยเครื่องÿเปกโตรโฟโต

มิเตอร์ BioDrop DUO UV/Vis เพ่ือใĀ้ทราบคüามเข้มข้นเริ่มต้นของดีเอ็นเอเริ่มต้น และเจือจางดีเอ็น

เอทุกตัüอย่างใĀ้มีคüามเข้มข้นเท่ากัน และนำไปทำปฏิกิริยาแลมป์ ตรüจÿอบผลด้üยüิธีเจลอิเล็กโทร

โฟรีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 4 
ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1 ตัüอย่าง 
 นำตัüอย่างปลานิลจากตลาดĀัüตะเข้ ซอย ลาดกระบัง 17 แขüงลาดกระบัง เขตลาดกระบัง 

กรุงเทพมĀานคร 10520 ดังตารางที่ 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 ขนาดของตัüอย่างปลานิล 

 น้ำĀนัก (g) SL (cm) TL (cm) 
ตัüที่ 1 315 21.5 25.5 
ตัüที่ 2 385 22.8 26 
ตัüที่ 3 520 25 30 

ĀมายเĀตุ: SL = คüามยาüมาตรฐานปลา üัดจากปลายÿุดทางด้านĀัüไปจนถึงเÿ้นดิ่งที่ลากลงมาตดั

กับฐานครีบĀางĀรือปลายÿุดของกระดูก hypural plate 
TL = คüามยาüทั้งÿิ้น üัดจากปลÿยÿุดทางด้านĀัüไปจนถึงเÿ้นดิ่งที่ลากลงมาตัดกับปลายÿุดของครีบ

Āางÿ่üนที่ยาüที่ÿุด 
 
4.2 การจำแนกเชื้อแบคทีเรียด้üยüิธีทางชีüเคมี 
          Āลังจากทำการแยกเชื้อใĀ้บริÿุทธิ์แล้ü และทำการเลือกเชื้อบริÿุทธิ์มา 7 isolate ดังนี้ T1L1, 
T1L3, T1L4, T2L1, T3(1)L1, T3(1)L2, T3(1)S1 และ T3(1)S2 โดยนำทั้ง 7 isolate มาทดÿอบทาง

ชีüเคมีด้üยüิธีการย้อมแกรม, ÿ่องกล้องจุลทรรýน์, Oxidase Test, Catalase Test พบü่า T1L1, 
T1L3, T1L4 และ T2L1 เป็นแกรมบüก และมีลักþณะคล้ายกับเชื้อ Streptococcus agalactiae 

ดังตารางที่ 4.2 จึงทำการนำเชื้อทั้ง 4 isolate ÿ่งไปüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ บริþัทยูทูไบโอไทย

แลนด์ และนำเชื้ออีก 3 isolate มาทดÿอบทางชีüเคมีเพิ่มเติม ได้แก่ OF Test, ทดÿอบด้üยอาĀาร 

TSI และ Bile Esculin Agar Base ได้ผลดังตารางที ่ 4.3 จากนั ้นนำผลที ่ได้ ไปเปรียบเทียบกับ 

Bergey's manual of systematic bacteriology Second Edition Volume Two The 
Proteobacteria Part B The Gammaproteobacteria. 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.2. การจำแนกเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากตัüอย่างปลานิล T1L1, T1L3, T1L4 และ T2L1 
 ลักþณะโคโลนี แกรม/รูปร่าง Oxidase Catalase 
T1L1 กลม เล็ก ขาü ขอบ

เรียบ 
+/กลมต่อกันเป็น

ÿาย 
- - 

T1L3 กลม ขาü ขอบเรียบ +/กลม - + 
T1L4 กลม ขาü ขอบเรียบ +/กลม - - 
T2L1 กลม เล็ก ขาü ขอบ

เรียบ 
+/กลมต่อกันเป็น

ÿาย 
- - 

 

 จากการทดÿอบที่ÿ่งเชื ้อทั ้ง 4 isolate ไปüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ พบü่า T1L1 คือ 

Streptococcus agalactiae, T1L3 คือ Staphylococcus sp., T1L4 คือ Lactococcus garvieae 
และ T2L1 คือ Streptococcus agalactiae 

 
ตารางท่ี 4.3 การจำแนกเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากตัüอย่างปลานิล T3(1)L1, T3(1)L2, T3(1)S1 

และ T3(1)S2 

 ลักþณะ

โคโลน ี
แกรม/

รูปร่าง 
Oxidase Catalase OF TSI Esculin 

T3(1)L1 กลม ครีม 

ขอบเรียบ 
-/ท่อนÿั้น + + F K/A - 

T3(1)L2 กลม ขาü 

ขอบเรียบ 
-/ท่อนÿั้น - + F A/A - 

T3(1)S1 กลม ครีม

ออก

เĀลือง

อ่อนๆ 

ขอบเรียบ 

-/ท่อนÿั้น + + - K/K, H2S - 

 

 จากผลการทดÿอบทางชีüเคมี และเปรียบเทียบผลกับ Bergey's manual of systematic 
bacteriology Second Edition Volume Two The Proteobacteria Part B The 
Gammaproteobacteria พบü่า T3(1)L1 คือ Aeromonas sp., T3(1)L2 คือ Edwordsiella sp.
และ T3(1)S1 คือ Citrobacter sp. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 ผลการüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ 

จากการนำเชื้อแบคทีเรียที่ทำการย้อมแกรมแล้üนำไปÿ่องดูลักþณะภายใต้กล้องจุลทรรýน์แล้ü

พบü่ามีลักþณะคล้ายกับเชื ้อ Streptococcus agalactiae จำนüน 4 isolate จึงทำการแยกเชื้อ

ดังกล่าüใĀ้บริÿุทธิ์อีกครั้ง แล้üÿ่งไปüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ บริþัทยูทูไบโอไทยแลนด์ ซึ่งจะได้

ของลำดับนิüคลีโอไทด์แÿดงในรูปแบบของไฟล์ fasta ประกอบไปด้üย 2 read ได้แก่ ฝั่งไพรเมอร์ 

518F และ 800R Āลังจากนั้นได้ทำการตรüจÿอบคุณภาพของลำดับนิüคลีโอไทด์จากการýึกþา

ลักþณะของโครมาโตแกรม เมื่อเชื่อมต่อลำดับนิüคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 518F และ 800R ได้ขนาด 

1,479 bp แล้üจึงนำลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื ้อแบคทีเรียมาüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลเü ็บไซต์  National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม 

BLASTn โดยเข้าถึงได้จาก https://blast.ncbi.ntm.nih.gov/Blast.cgi พบü่าในตัüอย่างที่ 1 มี

ลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรียตรงกับลำดับนิüคโอไทด์ของเชื ้อ Streptococcus 
agalactiae ในฐานข้อมูล NCBI ซึ่งมีลำดับนิüคลีโอไทด์ที่ตรงกันอยู่ที่ 100 เปอร์เซ็นต์ ทำใĀ้ยืนยันได้

ü่าตัüอย่างที่ได้üิเคราะĀ์ เป็นตัüอย่างของเชื้อ Streptococcus agalactiae ลำดับนิüคลีโอไทค์ของ

ตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T1L1) มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 1,479 bp 

 
>T1L1 
TTCACCCCAATCATCTATCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG
ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC
GTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGA
GTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGATTGGCTTTAAGAGATTAGCTTGCCGTCACCGG
CTTGCGACTCGTTGTACCAACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATTACCGGCAGTCTCGCTAGAG
TGCCCAACTTAATGATGGCAACTAACAATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTCTGCTCCGA
AGAGAAAGCCTATCTCTAGGCCGGTCAGAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTT
TGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGG
CACTAAGCCCCGGAAAGGGCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
AGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACAC
ATGGAATTCCACTCTCCCCTTCTGCACTCAAGTCCTCCAGTTTCCAAAGCGTACAATG
GTTAAGCCACTGCCTTTAACTTCAGACTTAAAGAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCC
AATAAATCCGGACAACGCTCGGGACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTCCCTTTCTGGTTAGTTACCGTCACTTGGTAGATTTTCCACTCCTACCAACGTT
CTTCTCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCT
CGGTCAGACTTCCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCGTCG
CCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATACAACGCAGGTCCATCTCACAGTG
AAGCAATTGCTCCTTTTAAATAACTAACATGTGTTAATCACTCTTATGCGGTATTAGC
TATCGTTTCCAATAGTTATCCCCCGCTATGAGGCAGGTTACCTACGCGTTACTCACCCเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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GTTCGCAACTCATCAGTCTAGTGTAAACACCAAACATCAGCGTTCTACTTGCATGTAT
TAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC 

 ภายĀลังจากการนำข้อมูลไปüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ได้ผลแÿดงดังรูปที่ 4.1 
 

 
รูปที ่4.1 ผลการüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ของตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T1L1) 
โดยแÿดงผล 10 ลำดับแรก ของลำดับนิüคลีโอไทด์ที่มีคüามใกล้เคียง ได้แก่เชื ้อ Streptococcus 
agalactiae และมีค่า alignment scores ≥ 200 

 
 ตัüอย่างที่ 2 มีลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรียตรงกับลำดับนิüคโอไทด์ของเชื้อ 
Staphylococcus sp. ในฐานข้อมูล NCBI ซึ่งมีลำดับนิüคลีโอไทด์ที่ตรงกันอยู่ที่ 99 - 100 เปอร์เซ็นต์ 

ทำใĀ้ยืนยันได้ü่าตัüอย่างที่ได้üิเคราะĀ์เป็นตัüอย่างของเชื้อ Staphylococcus sp. ลำดับนิüคลีโอ

ไทค์ของตัüอย่างเชื้อ Staphylococcus sp. (T1L3) มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 1,493 bp 
 

>T1L3 
CCCCCCTGTAGATTCACCCCAATCATTTGTCCCACCTTCGACGGCTAGCTCCAAATG
GTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAG
CTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTT
GCTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGC

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCA
CCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAACTTCTATCTCTAGAAGGGTCAAAGGATGT
CAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCA
CTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTT
TCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCA
AGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGT
CAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGAT
CCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGA
AGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGG
CCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACC
AACTAGCTAATACGGCGCAGGTCCATCTATAAGTGATAGCAAAGCCATCTTTCACTA
TCGAACCATGCGGTTCGAAATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATC
CCAGTCTTATAGGTAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAA
GGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT
TCATCCTGAGC 
 ภายĀลังจากการนำข้อมูลไปüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ได้ผลแÿดงดังรูปที่ 4.2 

 
รูปที ่4.2 ผลการüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ของตัüอย่างเชื้อ Staphylococcus sp. (T1L3) โดย

แÿดงผล 10 ลำดับแรก ของลำดับนิüคลีโอไทด์ที ่มีคüามใกล้เคียง ได้แก่เชื ้อ Streptococcus 
agalactiae และมีค่า alignment scores ≥ 200 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 ตัüอย่างที่ 3 มีลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรียตรงกับลำดับนิüคโอไทด์ของเชื้อ 
Lactococcus garvieae ในฐานข้อมูล NCBI ซึ ่งมีลำดับนิüคลีโอไทด์ที ่ตรงกันอยู ่ที ่ 99 - 100 

เปอร์เซ็นต์ ทำใĀ้ยืนยันได้ü่าตัüอย่างที่ได้üิเคราะĀ์เป็นตัüอย่างของ เชื้อ Lactococcus garvieae 

ลำดับนิüคลีโอไทค์ของตัüอย่างเชื้อ Lactococcus garvieae (T1L4) มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์

อยู่ที่ 1,482 bp 

 
>T1L4 
AGATTCACCCCAGTCATCGGTCTTACCTTAGGAAGCGCCCTCCTTGCGGTTAGGCAA
CCTACTTTGGGTACTCCCAACTTCCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGG
GAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGCA
GGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCGCACCCT
CGCGGGTTGGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCT
CACTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAGTAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCC
CGTGTCCCGAAGGAACTCCTTATCTCTAAGGATAGCACGAGTATGTCAAGACCTGGT
AAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCC
CGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAAT
GCGTTAGCTGCGCTACAGAGAACTTATAGCTCCCTACAGCTAGCACTCATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGT
GTCAGTTACAGGCCAGAGAGCCGCTTTCGCCTCCGGTGTTCCTCCATATATCTACGC
ATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTCCCAGTT
TCCAATGCACACAATGGTTGAGCCACTGCCTTTTACATCAGACTTAAGAAACCACCT
GCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGGGACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGATACCGTCACTTAAGTAATT
TTCCACTCTACTTAACGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTC
TTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGGGTTGCCCCCATTGCCGAAGATTCCCTACT
GCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTC
TCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTAGTCCTTTACACTACCAACTAGCTAATA
CAACGCGGGATCATCAAGTAGTGAAGCAATTGCTTCTTTCAAATAAGAATCATGCGA
TTCTCATTGTTATGCGGTATTAGCGTTCGTTTCCAAACGTTGTCCCCCGCTACTCGG
CAGATTTCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCCGCTCTTCATAAAAATAGCAAGCTAT
CTTTAATCATCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGC 
 

ภายĀลังจากการนำข้อมูลไปüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ได้ผลแÿดงดังรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3 ผลการüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ของตัüอย่างเชื้อ Lactococcus garvieae (T1L4) โดย

แÿดงผล 10 ลำดับแรก ของลำดับนิüคลีโอไทด์ที่มีคüามใกล้เคียง ได้แก่เชื้อ Lactococcus garvieae 

และมีค่า alignment scores ≥ 200 
 
 ตัüอย่างที่ 4 มีลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรียตรงกับลำดับนิüคโอไทด์ของเชื้อ 
Streptococcus agalactiae ในฐานข้อมูล NCBI ซึ ่งม ีลำด ับนิüคล ีโอไทด์ท ี ่ตรงกันอยู ่ท ี ่  99 

เปอร์เซ็นต์ ทำใĀ้ยืนยันได้ü่าตัüอย่างที่ได้üิเคราะĀ์เป็นตัüอย่างของเชื้อ Streptococcus agalactiae 

ลำดับนิüคลีโอไทค์ของตัüอย่างเชื้อ Lactococcus garvieae (T2L1) มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์

อยู่ที่ 1,484 bp 
 
>T2L1 
CTAGATTCACCCCAATCATCTATCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACC
TCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCAT
GTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGATTGGCTTTAAGAGATTAGCTTGC
CGTCACCGGCTTGCGACTCGTTGTACCAACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTC
ATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATTACCGGCAG
TCTCGCTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAACAATAGGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTC
ACTTCTGCTCCGAAGAGAAAGCCTATCTCTAGGCCGGTCAGAAGGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTT
AATGCGTTAGCTGCGGCACTAAGCCCCGGAAAGGGCCTAACACCTAGCACTCATCGT
TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCT

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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CAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCT
ACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCCCTTCTGCACTCAAGTCCTCC
AGTTTCCAAAGCGTACAATGGTTAAGCCACTGCCTTTAACTTCAGACTTAAAGAACC
GCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGGGACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGTTAGTTACCGTCACTTGGTA
GATTTTCCACTCCTACCAACGTTCTTCTCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAAC
CTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTCCGTCCATTGCCGAAGATTCCC
TACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCAC
CCTCTCAGGTCGGCTATGTATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCT
AATACAACGCAGGTCCATCTCACAGTGAAGCAATTGCTCCTTTTAAATAACTAACAT
GTGTTAATCACTCTTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATAGTTATCCCCCGCTAT
GAGGCAGGTTACCTACGCGTTACTCACCCGTTCGCAACTCATCAGTCTAGTGTAAAC
ACCAAACATCAGCGTTCTACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGA
GC 
 
 

ภายĀลังจากการนำข้อมูลไปüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ได้ผลแÿดงดังรูปที่ 4.4 

 
รูปที ่4.4 ผลการüิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเü็บไซต์ National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ด้üยโปรแกรม BLASTn ของตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T2L1) 
โดยแÿดงผล 10 ลำดับนิüคลีโอไทด์ที ่มีคüามใกล้เคียง 10 อันดับแรก ได้แก่เชื ้อ Lactococcus 
garvieae และมีค่า alignment scores ≥ 200 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 แÿดงลำดับและคüามยาü (Sequence Lengths) 

ลำดับ (Sequence) ชื่อ (Name) คüามยาü (Length) (bp) 
1 T1L1 (Streptococcus agalactiae) 1,479 
2 T1L3 (Staphylococcus sp.) 1,481 
3 T1L4 (Lactococcus garvieae) 1,479 
4 T2L1 (Streptococcus agalactiae) 1,479 

 
4.4 การýึกþาĀาอุณĀภูมิที่เĀมาะÿมของเทคนิคแลมป์ 
 จากผลการทดลองทำปฏิกิริยาแลมป์ (LAMP) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน cfb ของเชื้อ 

Streptococcus agalactiae โดยใช้อุณĀภูมิที่ต่างกัน ได้แก่ 60°C 61°C 62°C 63°C 64°C และ 

65°C เป็นเüลา 60 นาที Āลังจากนำผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ตรüจÿอบผลด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟ

รีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ พบü่าÿามารถตรüจÿอบเชื้อ S. agalactiae ได้ที่

อุณĀภูมิ 60°C 61°C และ 62°C โดยที่อุณĀภูมิ 62°C เกิด ladder pattern ชัดเจนที่ÿุด ดังแÿดงใน

รูปที่ 4.5 จึงใช้อุณĀภูมิ 62°C ในการทดÿอบคüามไü คüามจำเพาะ และการประยุกต์ใชเ้ทคนิคแลมป์

การทำ (spike test)    
 

 
 

รูปที่ 4.5 การตรüจÿอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ ด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿที่คüามเข้มข้นของ

เจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ ของการทำปฏิกิริยาที่อุณĀภูมิตั้งแต ่60 – 65°C เป็นเüลา 60 นาท;ี Lane 
M: 100 bp DNA ladder; Lane 1: 60°C; lane 2: 62°C; lane 3: 63°C; lane 4: 64°C, lane 5: 
65°C 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.5 การýึกþาĀาคüามไüของเทคนิคแลมป์ 
เมื่อนำดีเอ็นเอของเชื้อ S. agalactiae ที่ÿกัดได้มาเจือจางทีละ 10 เท่า (10-fold serial 

dilution) จะได้คüามเข้มข้นดีเอ็นเอÿุดท้าย (final concentration) ของแต่ละปฏิกิริยาแลมป์ 
(LAMP) ตั้งแต่ 8 ถึง 8x10-5 ng/µl (ซึ่งเทียบเท่ากับ 8,000 ถึง 0.8 pg/µl) โดยใช้อุณĀภูมิในการทำ

ปฏิกิริยาที่ 62°C เป็นเüลา 60 นาที Āลังจากนำผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ตรüจÿอบผลด้üยüิธี

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ พบü่าÿามารถตรüจÿอบเชื้อ S. 
agalactiae ที่คüามเข้มข้นดีเอ็นเอ 8x10-1 ถึง 8x10-5 ng/µl ดังแÿดงในรูปที่ 4.6 อย่างไรก็ตาม ไม่

ÿามารถตรüจÿอบเชื้อ S. agalactiae ได้ที่คüามเข้มข้นดีเอ็นเอÿุดท้ายของปฏิกิริยาแลมป์ที่เท่ากับ  

8 ng/µl ซึ่งอาจเกิดจากคüามเข้มข้นของดีเอ็นเอมากเกินไป ÿ่งผลต่อการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของ

เอนไซม์ Bst DNA polymerase ซ่ึงÿอดคล้องกับงานüิจัยของ ปัญญิýา และคณะ (2558) ที่รายงาน

การพัฒนาเทคนิคแลมป์เพื่อตรüจĀาเชื้อ Ichthyophthirius multifiliis ที่เป็นÿาเĀตุของโรคจุดขาü

ในปลาน้ำจืด โดยทำการออกแบบ 4 ชุดไพรเมอร์ของแลมป์ที่มีคüามจำเพาะต่อลำดับนิüคลีโอไทด์ที่

ÿ่üน 18S ribosomal RNA ของเชื ้อ I. multifiliis ผลการýึกþาพบü่า ÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการ

เกิดปฏิกิริยาคือ อุณĀภูมิ 65 °C นาน 60 นาที และปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อต่ำที่ÿุด ที่ÿามารถพบ

ปฏิกิริยาได้คือ 5 pg/µl ในขณะที่งานüิจัยนี้ÿามารถตรüจÿอบผลิตภัณฑ์ของแลมป์ ได้ที่คüามเข้มข้น

ของ DNA ต่ำÿุดที่ 0.8 pg/µl แÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüามไüในการทำปฏิกิริยาแลมป์ที่ÿูง 
 

 
 

รูปที่ 4.6 การตรüจÿอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ ด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿที่คüามเข้มข้นของ

เจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ Lane M: 100 bp DNA ladder; lanes 1 – 6: คüามเข้มข้นของดีเอ็นเอ

ÿุดท้ายตั้งแต ่8 ถึง 8x10-5 ng/µl; Lane 1: 8 ng/µl; lane 2: 8x10-1 ng/µl; lane 3: 8x10-2 ng/µl; 
lane 4 : 8x10 -3 ng/µl; lane 5 : 8x10 -4 ng/µl; lane 6: 8x10 -5 ng/µl; lane 7 : – (negative 
control) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.6 การýึกþาĀาคüามจําเพาะของเทคนิคแลมป์ 
เมื่อนำดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่ÿกัดได้จากปลานิลที่ติดเชื้ออื่นๆ เช่น Staphylococcus sp. 

(T1L3), Lactococcus garvieae (T1L4), Aeromonas (T3(1)L1), Edwordsiella (T3(1)L2) และ 

Citrobacter (T3(1)S1) มาทำปฏิกิร ิยาแลมป์ (LAMP) โดยใช้อุณĀภูมิและเüลาÿำĀรับการทำ

ปฏิกิริยาแลมป์  ที่ 62°C เป็นเüลา 60 นาที พบü่าไม่เกิดผลิตภัณฑ์ แÿดงü่าเทคนิคแลมป์ที่ใช้ใน

ตรüจÿอบการติดเชื้อ Streptococcus agalactiae  มีคüามจำเพาะ เนื่องจากไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ

เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ที่ก่อใĀ้เกิดการติดเชื้อและก่อโรคในปลานิล เมื่อนำผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา

แลมป์ตรüจÿอบผลด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ ที่คüามเข้มข้นของเจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต ์ดังแÿดง

ในร ูปที่ 4.7 โดยเช ื ้อ S. agalactiae ที่นำมาทดÿอบคือ S. agalactiae ÿายพันธุ์  00173 ซึ่ง

ÿอดคล้องกับกับงานüิจัยของ Ke et al. (2014) ที่ได้ýึกþาไü้ก่อนĀน้านี้ พบü่า ÿามารถตรüจพบเชื้อ 

S. agalactiae จากตัüอย่างปลานิลที่ติดเชื้อในÿมองได้ 6 ÿายพันธุ์ ได้แก่ S. agalactiae ÿายพันธุ์ 
CVCC1887, BSL2n, GDZL, ZY1N, DWLT1N, LG-N และÿายพันธุ์ ATCC55191 แÿดงใĀ้เĀ็นü่า

ไพรเมอร์ที่ใช้มีคüามจำเพาะและÿามารถตรüจพบยีน cfb ของ S. agalactiae โดยไม่พบในแบคทีเรีย

ชนิดอื่นและปลานิลที่ไม่ติดเชื้อ S. agalactiae  
 

 
 

รูปที่ 4.7 การตรüจÿอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ ด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿที่คüามเข้มข้นของ

เจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ Lane M: 100 bp DNA ladder; lane 1: Streptococcus agalactiae 
(T1L1); lane 2: Staphylococcus sp. (T1L3); lane 3: Lactococcus garvieae (T1L4); lane 4: 
Aeromonas (T3(1)L1); lane 5: Edwordsiella (T3(1)L2); lane 6: Citrobacter (T3(1)S1); lane 
7:  – (negative control) 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.7 การประยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์ (การทำ spike test) 
จากการทดÿอบโดยการเติมเชื้อในปริมาณที่ทราบลงในตัüอย่าง (spike test) เพื่อเป็นการ

ตรüจÿอบในÿภาพจริง เพื ่อประเมินประÿิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ (LAMP) ในการตรüจĀา 

Streptococcus agalactiae ในเĀงือกปลา ได้ทำการทดÿอบ Spike Test โดยใช้เĀงือกปลา 25 mg 
ผÿมกับเชื้อ S. agalactiae ที่คüามเข้มข้นตั้งแต่ 1.5 ถึง 1.5x107 CFU/ml นำมาทำปฏิกิริยาแลมป์ 
เพ่ือตรüจĀายีน cfb ในดีเอ็นเอของ S. agalactiae ที่อุณĀภูมิ 62°C เป็นเüลา 60 นาที ตรüจÿอบผล

ด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ โดยใช้เจลอะโกโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ พบü่าÿามารถตรüจĀาการติดเชื้อ S. 
agalactiae ได้ที่คüามเข้มข้น 1.5x101 ถึง 1.5x107 CFU/ml ดังแÿดงในรูปที่ 4.8 ซึ่งÿอดคล้องกับ

งานüิจัยของ Wang et al. (2012) ที่รายงานü่า จากการนำโคโลนีของ S. agalactiae มาÿกัดดีเอ็น

เอและทำปฏิกิร ิยาแลมป์ เพื ่อตรüจĀายีนโปรตีน fbsB ในดีเอ็นเอของ S. agalactiae ในช่üง      
103-108 CFU พบü่าเทคนิคแลมป์ÿามารถตรüจพบ S. agalactiae ได้ถึง 2.8×10³ CFU/ml  ซึ่งมี

คüามไüเทียบเท่ากับเทคนิคเรียลไทมพีซีอาร์ ในขณะที่เทคนิคพีซีอาร์ตรüจพบ S. agalactiae ได้ถึง 

2.8×104 CFU/ml เท่านั้น  
จากผลการýึกþา แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเทคนิคแลมป์ÿามารถตรüจĀา S. agalactiae จากชิ้นÿ่üน

เนื้อเยื่อปลาที่ติดเชื้อโดยการÿกัดดีเอ็นเอ Āรือจากปลาที่ติดเชื้อโดยการแยกเชื้อใĀ้บริÿุทธิ์แล้üนำมา

ÿกัดดีเอ็นเอได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 
 

 
 

รูปที่ 4.8 การตรüจÿอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาแลมป์ ด้üยüิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿที่คüามเข้มข้นของ

เจลอะโกโรÿ 2 เปอร ์เซ ็นต์ โดยใช ้ด ี เอ ็นเอที ่ÿก ัดได ้จากเĀง ือกปลาผÿมกับเช ื ้อแบคทีเรีย 
Streptococcus agalactiae Lane M: 100 bp DNA ladder; lane 1-8 : คüามเข ้มข ้นของ เชื้ อ

แบคทีเรีย (คüามเข้มข้นจากมากไปน้อย) ตั ้งแต่ 1.5x107 ถึง 1.5 CFU/ml ; lane 1: 1.5x107 
CFU/ml; lane 2: 1.5x106 CFU/ml; lane 3: 1.5x105 CFU/ml; lane 4: 1.5x104 CFU/ml; lane 
5: 1.5x103 CFU/ml; lane 6: 1.5x102 CFU/ml; lane 7: 1.5x101 CFU/ml; lane 8: 1.5 CFU/ml; 
lane 9: - (negative control); lane 10: + (positive control) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 5 

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1  ÿรุปผลการüิจัย  
 การýึกþาĀาอุณĀภูมิที ่เĀมาะÿมÿำĀรับการทำปฏิกิริยาแลมป์  (LAMP) พบü่า ÿามารถ

ตรüจÿอบเชื้อ Streptococcus agalactiae ได้ที ่อุณĀภูมิ 60°C 61°C และ 62°C โดยอุณĀภูมิที่

เĀมาะÿมที่ÿุดคือ 62°C เนื่องจากเกิด ladder pattern ชัดเจนที่ÿุด  
 จากผลการýึกþาคüามไüของเทคนิคแลมป์ (LAMP) โดยการทำปฏิกิริยาแลมป์ที่อุณĀภูมิและ

เüลาที่เĀมาะÿม พบü่าÿามารถตรüจÿอบเชื้อ S. agalactiae ได้ที่คüามเข้มข้นต่าง ๆ ของดีเอ็นเอ 
ตั้งแต่ 8x10-1 ถึง 8x10-5 ng/µl  
 จากผลการýึกþาคüามจำเพาะจากการใช ้เทคนิคแลมป์ (LAMP) พบü่าเทคนิคน ี ้มี

คüามÿามารถในการตรüจจับเฉพาะเชื้อ S. agalactiae เนื่องจากไม่มีการÿร้างผลิตภัณฑ์แลมป์จาก

เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ที่ÿามารถก่อใĀ้เกิดโรคในปลานิลทีไ่ดน้ำมาทดÿอบ ได้แก่ Staphylococcus 
sp., Lactococcus garvieae, Aeromonas sp., Edwordsiella sp. และ Citrobacter sp. 
 ในการทดÿอบการประยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์ ด้üยการทำ spike test เพ่ือจำลองการตรüจÿอบ

ในÿภาพจริงของปลาที่มีการติดเชื้อ S. agalactiae ในระดับต่าง ๆ ช่üยใĀ้เข้าใจถึงคüามÿามารถใน

การตรüจÿอบการติดเชื้อในตัüอย่างปลา โดยที่ÿามารถตรüจÿอบการติดเชื้อได้ในระดับต่าง ๆ ตั้งแต่ 

1.5x101 ถึง 1.5x107 CFU/ml จากผลการýึกþาแÿดงใĀ้เĀ็นü่าเทคนิคแลมป์ ÿามารถตรüจĀาเชื้อ S. 

agalactiae ได้อย่างมีประÿิทธิภาพและรüดเร็ü แม้จะมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้นที่ต่ำ ÿามารถนำ

เทคนิคนี้ไปประยุกต์ใช้ในการคüบคุมและป้องกันโรคในอุตÿาĀกรรมการเพาะเลี้ยงÿัตü์น้ำและยั่งยืน

ในอนาคต 
 
5.2  ข้อเÿนอแนะ  
          5.2.1 การทดÿอบเทคนิคแลมป์โดยการทดลองใช้ÿายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ĀลากĀลายมาก

ขึ้น เช่น Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda, Vibrio 
spp., Yersinia ruckeri, Pseudomonas spp. และ Mycobacterium spp. เพื่อเพิ่มคüามÿามารถ

ในการตรüจÿอบโรคอย่างมีประÿิทธิภาพ   
 5.2.2 การทดÿอบเทคนิคแลมป์โดยทดลองใช้เüลาที่น้อยลง เช่น 30, 40 Āรือ 50 นาที ใน

การทำปฏิกิริยาเพ่ือเพ่ิมคüามรüดเร็üในการตรüจÿอบ  
  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนüก ก  
ÿูตรอาĀารเลี้ยงเชือ้ 

 
อาĀารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Tryptone Soya Agar (TSA) 

Tryptone Soya Broth 30 กรัม 
Agar 15 กรัม 

น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 
      üิธีเตรียมอาĀาร 
          ใĀ้ผÿมÿ่üนผÿมทั้งĀมดในน้ำกลั่น แล้üใĀ้คüามร้อนจนกü่าÿ่üนผÿมทั้งĀมดจนเป็นเนื้อ

เดียüกัน ก่อนนำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอน้ำที่อุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
pH ÿุดท้าย 7.3 ± 0.2 
 
อาĀารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย OF Basal Medium 

OF Basal Medium 9.4 กรัม 
Glucose 10 กรัม 
น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 

      üิธีเตรียมอาĀาร 
          ใĀ้ผÿมÿ่üนผÿมทั้งĀมดในน้ำกลั่น แล้üใĀ้คüามร้อนจนกü่าÿ่üนผÿมทั้งĀมดจนเป็นเนื้อ

เดียüกัน แบ่งใÿ่Āลอดทดลอง Āลอดละ 5-8 ml นำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอน้ำที่อุณĀภูมิ 

110 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาท ีpH ÿุดท้าย 6.8 ± 0.2 
 
อาĀารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Triple Sugar Iron Agar (TSI) 

TSI 65 กรัม 
น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 

      üิธีเตรียมอาĀาร 
          ใĀ้ผÿมÿ่üนผÿมทั้งĀมดในน้ำกลั่น แล้üใĀ้คüามร้อนจนกü่าÿ่üนผÿมทั้งĀมดจนเป็นเนื้อ

เดียüกัน แบ่งใÿ่Āลอดทดลอง Āลอดละ 5-8 ml นำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอน้ำที่อุณĀภูมิ 

121 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาท ีและเอียงทำเป็น slant agar pH ÿุดท้าย 7.4 ± 0.2 
 
อาĀารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bile Esculin Agar Base 

Bile Esculin Agar Base 31.75 กรัม 
น้ำกลั่น 500 มิลลิลิตร 
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      üิธีเตรียมอาĀาร 
          ใĀ้ผÿมÿ่üนผÿมทั้งĀมดในน้ำกลั่น แล้üใĀ้คüามร้อนจนกü่าÿ่üนผÿมทั้งĀมดจนเป็นเนื้อ

เดียüกัน แบ่งใÿ่Āลอดทดลอง Āลอดละ 5-8 ml นำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอน้ำที่อุณĀภูมิ 

121 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที และเอียงทำเป็น slant agar pH ÿุดท้าย 6.6 ± 0.2 
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ภาคผนüก ข 
การเตรียมÿารละลายเคมีที่ใช้ในการทดÿอบ 

 
การเตรียม Oxidase reagent 
Tetra-methy-p-phenylenediamine dihydrochloride 1 กรัม 

น้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 
üิธีการเตรียม 
ผÿมใĀ้เข้ากัน และเก็บในขüดÿีชา 
 
การเตรียม Catalase reagent 

H2O2 3 กรัม 
น้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 

üิธีการเตรียม 
ผÿมใĀ้เข้ากัน และเก็บในขüดÿีชา 
 
ÿูตรการเตรียม 5X TBE buffer (stock 1000 ml) 

Tris base 54 กรัม 
Boric aci 27.5 กรัม 

0.5 M EDTA pH 8. 20 มิลลิลิตร 
üิธีการเตรียม 

เทÿารใÿ่บีกเกอร์จากนั้นใÿ่แท่งแม่เĀล็กกüนÿารแล้üนำไปüางบนเครื่องกüนÿาร เพ่ือผÿม

ÿารทั้งĀมดเข้าด้üยกัน เมื่อÿารทั้งĀมดละลายจนใÿแล้ü ใĀ้ทำการปรับปริมาตรด้üยน้ำกลั่นที่นึ่งฆ่า

เชื้อแล้üใĀ้ได้ 1000 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณĀภูมิĀ้องĀรือแช่ตู้เย็น 
เจือจาง 5X TBE นี้ใĀ้เป็น 1X TBE โดยเติมน้ำกลั่น 400 มิลลิลิตร ลงใน 5X TBE ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร จะได้ 1 X TBE ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณĀภูมิĀ้องĀรือแช่ตู้เย็น 
 
การเตรียมแผ่นเจลอิเล็กโตรโฟเรซิÿ 2 เปอร์เซ็นต์ 

Agarose 0.8 กรัม 
1X TBE buffer 40 มิลลิลิตร 

SYBR Safe 2 ไมโครลิตร 
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üิธีการเตรียม 
ชั่งüุ้น 0.8 กรัม ใÿ่ในขüดรูปชมพู่ แล้üเติมบัพเฟอร์ TBE 1X 40 มิลลิลิตร จากนั้นนำเข้า

ไมโครเüฟ เüฟจนผงเü้นกับบัพเฟอร์ TBE 1X ละลายเป็นเนื้อเดียüกัน ไม่มีเม็ดüุ้น แล้üเตรียมแม่พิมพ์

ÿำĀรับเทเจล เมื่อเจลเริ่มเย็นลงจนอยู่ในอุณĀภูมิที่มือÿามารถจับได้ใĀ้ใÿ่ÿีย้อมเจล SYBR Safe 2 
ไมโครลิตร แล้üผÿมใĀ้ÿีย้อมเจลเป็นเนื้อเดียüกับเจลโดยการแกü่งขüดรูปชมพู่ แล้üรีบนำมาเทลงใน

แม่พิมพ์ที่เตรียมไü้และนำไปเก็บในที่มืดรอจนเจลแข็งตัü 
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ภาคผนüก ค 
ผลการทดÿอบทางชีüเคมีของเชื้อแบคทีเรีย  

 
1. การüัดขนาดตัüอย่างปลานิล 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüก ค.1 การüัดขนาดตัüอย่างปลานิล 
 

2. การทดÿอบทางชีüเคมี 
2.1 การย้อมแกรมและÿ่องกล้องจุลทรรýน์ 

T1L1 
 
 
 
 
 
 
 

T1L3 
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T1L3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
T1L4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T2L1 
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T3(1)L1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T3(1)L2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T3(1)S1 

 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüก ค.2 ลักþณะโคโลนี และการย้อมแกรมÿ่องกล้อง 
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2.2 Oxidase Test 

 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüก ค.3 ผลการทดÿอบ Oxidase 

 
2.3 Catalase Test 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüก ค.4 ผลการทดÿอบ Catalase 
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2.4 ทดÿอบ OF, TSI, Esculin 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüก ค.5 ผลการทดÿอบ OF, TSI, Esculin 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ง 
ลำดับนิüคลีโอไทดข์องตัüอย่างเชือ้แบคทีเรีย 

 
1. ลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรมของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรีย 

 1.1 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรีย (T1L1) ตรงกับลำดับนิüคลีโอไทด์ของ

เชื้อ Streptococcus agalactiae 

 

 
รูปภาคผนüก ง.1  ลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม (chromatogram) ของ

ตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T1L1) ไพรเมอร์ 518F มีขนาดของลำดับนิüคลิโอ

ไทด์อยู่ที่ 971 bp 
 

 
รูปภาคผนüก ง.2 ลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม (chromatogram) ของ

ตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T1L1) ไพรเมอร์ 800R มีขนาดของลำดับนิüคลิโอ

ไทด์อยู่ที่ 783 bp 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 1.2 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรีย (T1L3) ตรงกับลำดับนิüคลีโอไทด์ของ

เชื้อ Staphylococcus sp 

 

 
รูปภาคผนüก ง.3 ลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม (chromatogram) ของ

ตัüอย่างเชื้อ Staphylococcus sp. (T1L3) ไพรเมอร์ 518F มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 975 

bp 

 

 
รูปภาคผนüก ง.4 ลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม (chromatogram) ของ

ตัüอย่างเชื้อ Staphylococcus sp. (T1L3) ไพรเมอร์ 800R มีขนาดของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 779 

bp 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 1.3 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรีย (T1L3) ตรงกับลำดับนิüคลีโอไทด์ของ

เชื้อ Staphylococcus sp 

 

 
ร ูปภาคผนüก  ง .5 ต ัüอย ่างของลำด ับน ิüคล ี โอไทค ์แÿดงในร ูปแบบของ โครมาโตแกรม 
(chromatogram) ของตัüอย่างเชื้อ Lactococcus garvieae (T1L4) ไพรเมอร์ 518F มีขนาดของ

ลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 972 คู่เบÿ 

 

 
รูปภาคผนüก ง.6 ตัüอย่างของลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม 
(chromatogram) ของตัüอย่างเชื้อ Lactococcus garvieae (T1L4) ไพรเมอร์ 800R มีขนาดของ

ลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 782 คู่เบÿ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 1.4 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของตัüอย่างเชื้อแบคทีเรีย (T2L1) ตรงกับลำดับนิüคลีโอไทด์ของ

เชื้อ Streptococcus agalactiae 

 

 
รูปภาคผนüก ง.7 ตัüอย่างของลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม 
(chromatogram) ของตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T2L1) ไพรเมอร์ 518F มีขนาด

ของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 978 คู่เบÿ 
 

 
รูปภาคผนüก ง.8 ตัüอย่างของลำดับนิüคลีโอไทค์แÿดงในรูปแบบของโครมาโตแกรม 
(chromatogram) ของตัüอย่างเชื้อ Streptococcus agalactiae (T2L1) ไพรเมอร์ 800R มีขนาด

ของลำดับนิüคลิโอไทด์อยู่ที่ 783 คู่เบÿ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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