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Abstract 
 

Strain differences are known as major factor that highly influence to different levels of 
disease resistance in teleost and several other organisms. The key element for controlling 
phenotypic characteristic against pathogen invasion is an immune related gene which can be 
investigated through gene expression study. This research was aimed to evaluate the expression 
profiles of three immune related genes: interleukin-1 ß (IL-1ß), hepcidin and non specific 
cytotoxic cell receptor protein-1 (NCCRP-1) in three different strains of tilapia (Oreochromis 
niloticus): Chitralada1, Chitralada3 and red tilapia post challenge with Gram positive bacteria, 
Streptococcus agalactiae, the causative agent of Streptococcosis disease. Challenge results 
showed that Chitralada3 and Chitralada1 tilapia exhibited the highest and lowest percentage of 
survival rate, respectively. Differences in expression profiles post bacterial infection were found 
in three tilapia strains. The expressions of three immune related genes in Chitralada3 tilapia, 
Streptococcosis resistant strain in this study, were rapidly induced and continuously maintained 
for longer period than the other two strains. Additional finding indicated that tilapia possibly 
responded to S. agalactiae invasion via non-specific immunity.  
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บทคัดยอ 
 

 สายพันธุจัดเปนปจจยัสําคัญท่ีมีสวนเกีย่วของกับระดับความตานทานโรคของปลาและ
ส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ซ่ึงมีผลสืบเนื่องมาจากการควบคุมของยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันโรค 
สงผลใหระดบัการตอบสนองตอเช้ือแตกตางกันซ่ึงสามารถตรวจสอบไดจากรูปแบบการแสดงออก
ของยีน การวิจยัคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน
สามชนิดไดแก interleukin-1 ß (IL-1ß), hepcidin และ non specific cytotoxic cell receptor protein-
1 (NCCRP-1) ในปลานิล (Oreochromis niloticus) สามสายพันธุไดแก จิตรลดา1 จิตรลดา3 และนิล
แดง ท่ีผานการทดสอบความรุนแรงและการติดเช้ือ (challenge) ดวยแบคทีเรียแกรมบวก 
Streptococcus agalactiae อันเปนสาเหตุของโรค Streptococcosis ผลการ challenge พบวา สายพันธุ
จิตรลดา3 และจิตรลดา1 มีอัตรารอดสูงสุดและต่ําสุดตามลําดับ สําหรับยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกันท้ังสามชนิดในการศึกษาคร้ังนี้พบการเปล่ียนแปลงของระดับยีนหลังจากปลาไดรับเช้ือ
แบคทีเรีย S. agalactiae ซ่ึงรูปแบบการแสดงออกของยีนจะแตกตางตามชนิดสายพนัธุของปลานิล 
โดยพบวาปลานิลจิตรลดา3ท่ีมีแนวโนมทนตอโรคสูง หลังไดรับเช้ือเขาสูรางกายจะมีการเพิ่มระดับ
การแสดงออกของยีนท้ังสามชนิดอยางชัดเจน รวดเร็วและระดับยีนจะคงอยูไดนานกวาปลานิลอีก
สองสายพันธุ นอกจากนี้ยังพบวาปลานิลมีแนวโนมของการตอบสนองตอเช้ือ S. agalactiae ท่ีเขาสู
รางกายโดยใชระบบภูมิคุมกนัแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
คําสําคัญ: IL-1ß, hepcidin, NCCRP-1, ปลานิล, Streptococcus agalactiae, การแสดงออกของยีน 
 



Executive summary 
 

การวิจยัคร้ังนีมี้วัตถุประสงคเพื่อศึกษาถึงการแสดงออกของยีนภูมิคุมกันในปลานิล
สายพันธุตางๆ ตอเช้ือ Streptococcus agalactiae ท่ีกอใหเกิดโรค Streptococcosis โดยมี
สมมติฐานวาสายพันธุมีสวนเกี่ยวของกับระดับความตานทานโรคอันเปนผลสืบเนื่องมาจาก
การควบคุมของยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันโรค ดังน้ันรูปแบบการแสดงออกของยีน
ดังกลาวนีใ้นสายพันธุท่ีมีระดับความตานทานตอโรคตางกันกจ็ะมีรูปแบบท่ีไมเหมือนกัน จาก
สมมุติฐานและวัตถุประสงคท่ีกลาวมาแลวขางตน ผูวิจยัไดแบงการดําเนินงานของโครงการฯ 
ออกเปน  2 กจิกรรม ไดแก กจิกรรมการทดสอบความรุนแรงและการติดเช้ือ (challenge) 
Streptococcus agalactiae และกิจกรรมการศึกษาสายพันธุปลานิลตานทานโรค S. agalactiae 
ซ่ึงสามารถสรุปผลงานท่ีไดดังนี ้

กิจกรรมการทดสอบความรุนแรงและการติดเช้ือ Streptococcus agalactiae ได
ดําเนินการแยกเช้ือแบคทีเรียจากตัวอยางปลานิลปวย เช้ือท่ีไดจะนํามาทดสอบคุณสมบัติทาง
กายภาพ คุณสมบัติทางชีวภาพ และใชชุดทดสอบสําเร็จรูป เพื่อยืนยันวาแบคทีเรียท่ีไดคือ S. 
agalactiae การศึกษาคร้ังนี้มีจํานวนเช้ือท่ีรวบรวมไดจนถึงปจจุบันท้ังส้ิน 16 isolates หลังจาก
รวบรวมเช้ือแลว นําเช้ือท่ีใหคาการทําลายเม็ดเลือดดีมาใชในการทดสอบ LD50 เพื่อการ 
challenge ในปลานิลท้ังสามสายพันธุในกิจกรรมตอไป  

กิจกรรมการศกึษาสายพันธุปลานิลตานทานโรค S. agalactiae ไดรวบรวมสายพันธุ
ปลานิล  3 สายพันธุไดแก ปลานิลสายพันธุจิตรลดา 1 สายพันธุจิตรลดา 3 และปลานิลแดง เพาะ
และอนุบาลลูกปลาท้ังสามสายพันธุใหปลอดเช้ือ S. agalactiae นําปลาท่ีไดมาใชในการ 
challenge ดวยเช้ือท่ีไดจากข้ันตอนขางตน เพื่อหาปลานิลสายพันธุท่ีมีอัตรารอดดีท่ีสุด และนํา
ตัวอยางท่ีไดจากการ challenge มาศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบ
ภูมิคุมกัน โดยคร้ังนี้ไดทําการศึกษาในยีนสามชนิด ไดแก IL-1ß, hepcidin และ NCCRP-1 ผล
การทดลองพบวา รูปแบบการแสดงออกของยีนในปลานิลท่ีตอบสนองตอ S. agalactiae จะ
แตกตางกันตามชนิดสายพนัธุปลานิล ระดับการแสดงออกของยีนท้ังสามชนิดเพิ่มข้ึนหลังปลา
นิลมีการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae โดยเฉพาะในปลานิลสายพันธุจิตรลดา3 ท่ีมีระดับการ
แสดงออกของยีนเพิ่มอยางรวดเร็วและคงอยูไดนานกวาอีกสองสายพันธุ และปลานลิมีการ
ตอบสนองตอเช้ือ S. agalactiae ท่ีเขาสูรางกายโดยใชระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non-
specific/innate immunity)  



 
การแสดงออกของยีนภูมคุิมกันในปลานิลตอเชื้อ Streptococcus agalactiae 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

ปลานิล(Oreochromis niloticus) มีถ่ินกําเนิดในทวีปแอฟริกา เปนปลาท่ีมีการเล้ียงอยาง
แพรหลายเนื่องจากเติบโตเร็วและมีราคาดี จากสถิติกรมประมงป 2545 รายงานวาปลานิลเปนปลา
น้ําจืดท่ีมีการเล้ียงเปนอันดับหนึ่ง ผลผลิตจากการเพาะเล้ียงปลานิลในป 2548 มีมูลคาถึง 3,247.162 
ลานบาท อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงปลานิลยังสามารถขยายตัวเพิ่มไดอีกเนื่องจากความตองการ
ของตลาดตางประเทศยังมีเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง ปจจยัสงเสริมความสําเร็จของการเพาะเล้ียงสัตวน้ํา
ประการหน่ึงคือ การปรับปรุงใหสัตวน้ําชนิดนั้นมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดีและมีความตานทานโรค
สูง ในสวนของปลานิลกรมประมงไดทําการปรับปรุงสายพันธุ “ปลานิลจิตรลดา 3” ท่ีใหอัตราการ
เจริญเติบโตดกีวาสายพันธุจติรลดาดั้งเดิม และไดสงเสริมใหเกษตรกรใชในการเพาะเล้ียงอยาง
กวางขวาง  

 
อยางไรก็ตามปญหาท่ีพบในการเล้ียงปลานิลระยะ 3-4 ปท่ีผานมา คือโรคท่ีเกิดจากการติด

เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกชนดิกลมในกลุม Streptococcus sp โดยเฉพาะ S. agalactiae ท่ีมีการระบาด
มากในเขตรอนเชนประเทศไทย และกอความรุนแรงมากในปลานิล ซ่ึงสงผลใหเกิดการสูญเสีย
อยางสูงตออุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงปลานิล การปองกนัโรคดังกลาวอาจทําไดโดยใชยาตานจุล
ชีพรวมกับวิตามิน แตผลเสียท่ีตามมาคือการตกคางของยาและอาจเกดิการดื้อยาในตัวปลาได มี
ผลกระทบตอความปลอดภยัของอาหาร และไมเปนท่ียอมรับในการสงออกในบางประเทศ ปจจุบัน
ยังไมมีวิธีการปองกันและรักษาโรคท่ีมีประสิทธิภาพเพือ่แกไขปญหาดังกลาวนีไ้ด  

 
จากการศึกษาวิจัยในปลาและส่ิงมีชีวิตหลายชนิดพบวาสายพันธุมีสวนเกี่ยวของกับระดับ

ความตานทานโรค ซ่ึงมีผลสืบเนื่องมาจากการควบคุมของยีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันโรค
(immune related genes) ตลอดจนการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมน้ันๆ ปลาจัดอยูในกลุมสัตว
มีกระดกูสันหลังช้ันตํ่าซ่ึงมีระบบภูมิคุมกันท้ังแบบท่ีมีมาแตกําเนิดหรือแบบไมจําเพาะ (non-
specific or innate immunity) และแบบจําเพาะ (specific or adaptive immunity) การตอบสนองตอ
โรคโดยระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในปลาจะเร่ิมระยะแรกไดตั้งแตหลังจากเช้ือโรคเขาสู
รางกายจนถึงประมาณ  4-5 วันโดยการใชเซลลจําเพาะบางชนิด หรือกลุมสารโปรตีน/สารเคมี เปน
ตน หลังจากนัน้ภูมิคุมกนัแบบจําเพาะจะเร่ิมมีบทบาทในการกําจัดเช้ือโรคจากการสรางแอนติบอดี้
ของปลา  



 
ซ่ึงกลไกของระบบภูมิคุมกันท่ีกลาวขางตนนี้จะแตกตางกนัไปตามชนดิของส่ิงมีชีวิตท่ี

ไดรับเช้ือ (host) และชนิดจุลชีพหรือเช้ือ (pathogen) ท่ีกอใหเกิดโรคนั้นๆ สายพันธุท่ีมีความ
ตานทานโรคสูง หรือทนโรค (resistant strain) จะมีความสามารถในการกําจัดเช้ือโรคไดรวดเร็ว
และมีประสิทธิภาพกวาสายพันธุท่ีออนแอตอโรค (susceptible strain) สงผลใหรูปแบบการ
แสดงออกของยีน(gene expression) ในการตอบสนองตอการเกิดโรคของท้ังสองสายพันธุหลังจาก
การติดเช้ือกจ็ะแตกตางกันดวย ตวัอยางยีนท่ีมีความสําคัญในระบบภูมิคุมกันไดแก ยนีในกลุม 
cytokine และ chemokine ซ่ึงเปนโปรตีนที่เปนส่ือหรือตัวกลาง (mediator) ท่ีกระตุนใหรางกาย
สรางภูมิคุมกันอยางรวดเร็วและเฉียบพลันหลังเกิดกระบวนการอักเสบ (inflammation) จากการ
กําจัดส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกายหรือการติดเช้ือ  

 
สําหรับในประเทศไทย ยังไมพบวามีรายงานการทดสอบการติดเช้ือ S. agalactiae  ในสาย

พันธุตางๆของปลานิล (Oreochromis niloticus) ท่ีมีการเล้ียงเชิงพาณิชยซ่ึงมีดวยกันหลายสายพันธุ 
ถึงแมวาปลานลิจิตรลดา 3 จะมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดี แตจากการเล้ียงในฟารมของเกษตรกร
พบวาอัตราการตายท่ีเกิดในปลานิลสายพันธุนี้คอนขางสูง ในขณะท่ีปลานิลจิตรลดาสายพันธุดั้งเดิม
(จิตรลดา1) และนิลแดงซ่ึงเปนปลานิลอีกสองสายพันธุท่ีใชในการเพาะเล้ียงพบวามีอัตราการตาย
จากการติดเช้ือ Streptococcus อยูในระดับตํ่ากวาปลานิลจิตรลดา 3 โดยปลานิลจิตรลดา1 และนิล
แดงไดนําเขามาในประเทศไทยกอนปลาจิตรลดา3 จึงอาจเปนไปไดวาสามารถปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมของประเทศไทยไดดีกวาปลาจิตรลดา3  จึงมีการต้ังสมมติฐานวาท้ังสองสายพันธุ
อาจเปนปลานลิท่ีมีความสามารถในการทนโรคนี้ดีกวาปลาจิตรลดา 3  

 
การวิจยัในคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อใหทราบถึงชนิดของสายพันธุปลานิลท่ีใหอัตรารอดดี

ท่ีสุดตอการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae ในสภาพควบคุมโดยใชปลานิลท้ังหมดสามสายพันธุ
ไดแก สายพันธุจิตรลดา1 จิตรลดา3 และนลิแดง นอกจากน้ีจะศึกษาถึงการแสดงออกของยีนสาม
ชนิดไดแก interleukin1-ß (IL-1ß), hepcidin และ non-specific cytotoxic cell receptor protein-1 
(NCCRP-1) ซ่ึงยีนท้ังหมดในการวจิัยคร้ังนี้จะมีหนาท่ีเกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันท้ังแบบจําเพาะ
และไมจําเพาะ งานวิจยัคร้ังนีจ้ะไดมาซ่ึงขอมูลสายพันธุท่ีจะเปนประโยชนตอเกษตรกรผูเพาะเล้ียง
ปลานิล และไดขอมูลเบ้ืองตนที่จะทําใหเกดิความเขาใจเกี่ยวกับยนีและกลไกการกําจัดเช้ือ S. 
agalactiae ของปลานิลในประเทศไทย อันจะชวยในการวางแผนปองกันและแกปญหาโรคดังกลาว
ใหไดผลและมีประสิทธิภาพในระยะยาวอีกดวย  
 
 



 
วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
1. เพื่อทดสอบการรอดตายปลานิลจิตรลดา จิตรลดา  3 และนิลแดง ตอการติดเช้ือ S. agalactiae ใน
สภาพควบคุม 
2. เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนบางชนดิท่ีเกี่ยวของกับภูมิคุมกันโรคในสายพันธุปลานิลท่ีให
อัตรารอดดีท่ีสุดและต่ําสุด หลังจากติดเช้ือ S. agalactiae 
 
งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เปนปลาท่ีไดนําเขามาในประเทศไทยต้ังแตป 2508 โดย
สมเด็จพระจักรพรรดิอากิฮิโตแหงประเทศญี่ปุนเม่ือคร้ังดํารงตําแหนงมกุฎราชกุมาร ทรงทูลถวาย
แดพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหวัภูมิพลอดลุยเดช หลังจากนั้นไดมีการเพาะขยายพันธุปลานิลโดย
กรมประมง และแจกจายใหแกเกษตรกรเพื่อนําไปเพาะเล้ียงเปนจํานวนมาก ปลานิลสายพันธุ
ดังกลาวนี้รูจักกันในนามของ “ปลานิลจิตรลดา”  ในป 2541 สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว
น้ํา กรมประมงไดแจกจายและสงเสริมใหเกษตรกรเล้ียง “ปลานิลสายพันธุจิตรลดา 3” ซ่ึงพัฒนามา
จากปลานิลสายพันธุ “GIFT” ท่ีไดรับมาจากหนวยงาน ICLARM ประเทศฟลิปปนส ปลานิล GIFT 
เกิดจากการผสมของปลานิล O. niloticus จากแหลงตางๆท่ัวโลกจํานวน 8 สายพันธุ ปลานิล
จิตรลดา 3 เปนท่ีนิยมเล้ียงมากเนื่องจากมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดี (ยุพนิท และ พนัธศักดิ ์2543) 

 
อยางไรก็ดไีดเกิดโรคระบาดในปลานิลท่ีเรียกวา “Streptococcosis” และโรคดังกลาวได

เพิ่มความรุนแรงในชวง 2-3 ปท่ีผานมา  Perera et al. (1994) รายงานความรุนแรงของโรคนี้วา
สามารถทําใหปลาตายไดสูงถึง 75% หากเกิดโรคนี้กับปลาท่ีเล้ียงในระบบปด  สาเหตุของโรค 
Streptococcosis เกิดจากเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกชนดิกลมในกลุม Streptococcus spp โรคนี้สามารถ
เกิดไดกับปลาหลายชนิด สําหรับปลานิลในชวงแรกของการเกิดโรคจะพบในเฉพาะปลาขนาดใหญ 
แตในปจจุบันท่ีการระบาดของโรคเพ่ิมมากข้ึนจะพบวาปลานิลทุกขนาดสามารถติดเช้ือ S. spp และ
ตายได ลักษณะภายนอกท่ัวไปของปลาท่ีติดโรคคือ ตาขุน ตาบอดหรือตกเลือดภายในลูกตา 
บางคร้ังอาจพบวาใตคาง หรือชองขับถายมีอาการบวมแดง มีน้ําเลือดภายในชองทอง อาการของ
โรคนี้จะผันแปรไปตามชนดิของปลา มีท้ังไมแสดงอาการ เปนอยางกึง่เฉียบพลัน หรือแสดงอาการ
ของโรคชาและเร้ือรังเปนระยะเวลานานกวาปลาจะตาย  

 
แบคทีเรียในกลุมนี้แบงออกเปนหลายชนดิตามคุณสมบัติทางชีวเคมี และคุณลักษณะท่ี

เปนโครงสรางบนผิวเซลซ่ึงทําหนาท่ีเปนแอนติเจนหรือคุณสมบัติทางเซร่ัมวิทยา เช้ือ 
Streptococcus ท่ีเปนสาเหตุของโรคในสัตวน้ํามี 2 ชนิดคือ S. iniae และ S. agalactiae ซ่ึงชนิดแรก



จะไมมีคุณสมบัติทางเซร่ัมวทิยาแอนตเิจนที่ผิวเซลต้ังแตกรุป A ถึง V สวนชนิดหลังมีแอนติเจนท่ี
ผิวเซลเปนกรุป B (นิลุบล, 2544; นิลุบล และคณะ, 2545; Sneath et al., 1986; Eldar et al., 1994; 
Hawke, 2000; Evans et al., 2002)  มีรายงานการเกดิโรคปลานิลในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทยวามาจากเช้ือ Streptococcus ท่ีมีคุณสมบัติทําใหเม็ดเลือดแดงแตกในกลุม β-
haemolysis สวนทางภาคใตมีรายงานการระบาดของเช้ือ S. agalactiae ในปลานิลท่ีเล้ียงในกระชัง 
(นิลุบล และคณะ, 2545; นเรศ และคณะ ,2548)  

 
การกําจัดเช้ือโรคท่ีเขาสูรางกายจะทําไดเร็วหรือชา ข้ึนอยูกับความสามารถและ

ประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันในการท่ีจะควบคุมและกําจัดการแพรของเช้ือ โดยเฉพาะใน
ระยะแรกท่ีปลาไดรับเช้ือเขารางกาย  Shoemaker et al. (1997) ไดเปรียบเทียบความสามารถของ
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (macrophage) ในปลาดุกอเมริกัน (Ictalurus sp) ตอการกําจัด
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Edwardseilla ictaluri ท่ีเปนสาเหตุของโรค Enteric septicemia of catfish 
(ESC) พบวา ความสามารถของแมคโครฟาจจากสายพนัธุทนโรค จะสูงกวาในสายพันธุออนแอ 
และคาดังกลาวจากทั้งสองสายพันธุมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

 
นอกจากนี้ไดมีการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนท่ีเกีย่วของกับภูมิคุมกัน เชน cytokine, 

chemokine ,interferon, toll-like receptor และกลุมแอนติบอดี้ ในปลาหลายชนิดหลังการติดเช้ือท้ัง
จากไวรัส แบคทีเรีย และปรสิต โดยพบวาการแสดงออกของยีนในสายพันธุท่ีทนโรค และออนแอมี
ลักษณะแตกตางกัน (Baoprasertkul et al., 2004; Peatman et al., 2006; Baoprasertkul et al., 2006; 
Matejusova et al., 2006; Lockhart et al., 2007) ซ่ึงผลจากการศกึษาดังกลาวบงบอกถึงรูปแบบการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน (immune response) และความตานทานโรคในส่ิงมีชีวตินั้นๆได 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 

การรวบรวมและแยกเชื้อ S. agalactiae จากปลานิลปวย 
แยกเช้ือ S. agalactiae จากปลานิลปวยท่ีรวบรวมไดจากแหลงตางๆ โดยจะทําการแยกเช้ือ

และตรวจสอบเช้ือท่ีไดจากปลานิลดวยวิธีดัดแปลงจาก Russo et al. (2006) และ Evans et al. (2002) 
โดยมีข้ันตอนการดําเนนิงานดังนี ้
1. ตรวจวนิิจฉัยลักษณะภายนอกของปลานิลปวย  
2. ตรวจวนิิจฉัยอวยัวะภายในของปลานลิปวย  
3. ทําใหเช้ือบริสุทธ์ิโดยการเข่ียเช้ือจากอวยัวะภายในตางๆ เชน ตับ มาม ไต ดวยวิธีปลอดเช้ือ นํา
เช้ือท่ีไดมา streak บน Tryptone Soya Agar (TSA) plate แลวไปบมในตูเพาะเชื้อท่ี 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 



4. ตรวจคุณสมบัติทางกายภาพ โดยดูลักษณะโคโลนีของเช้ือท่ีปรากฏบน TSA plate ยอมสี
แบคทีเรียแบบ Gram’s stain และทดสอบการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย 
5. ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี เชน ทดสอบคุณสมบัติการสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) 
ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase test) และใชชุดทดสอบสําเร็จรูป API 20 strep และ
แปรผลที่ไดโดยโปรแกรม Analytical Profile Index (API) Web 
6. ทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ (sensitivity test) นําเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae มา spread บน 
Muller Hinton agar plate ท้ิงไวประมาณ 1 นาทีแลวนําแผน disc สําเร็จรูปท่ีมียาตานจุลชีพแตละ
ชนิดวางบน agar plate นําไปบมท่ี 30 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ช่ัวโมง แลวนํามาตรวจสอบขนาด 
clear zone ท่ีไดโดยเปรียบเทียบจากขนาดมาตรฐานของบริษัทผูผลิต ในการวิจัยคร้ังนี้ไดทําการ
ทดสอบความไวของเช้ือตอยา 3 ชนิดคือ oxytetracyclin, enrofloxacin และ sulfatrimetroprim 
 
การหาคา LD50  
1. นําเช้ือท่ีแยกไดจากปลานิลปวยและผานการตรวจสอบแลววาเปนเช้ือ S. agalactiae มา
เปรียบเทียบการทําลายเม็ดเลือด (hemolytic activity) บน blood agar เลือกเช้ือท่ีใหผลการทําลาย
เม็ดเลือดท่ีดีโดยดูจากขนาด clear zone ท่ีปรากฏบน blood agar เช้ือท่ีเลือกถูกนํามาใชในข้ันตอน
ตอไป 
2. นําปลานิลขนาด 40 กรัม ท่ีผานการตรวจจากหองปฏิบัติการแลววาปลอดเช้ือ S. agalactiae มา
เล้ียงในตูทดลองขนาด  18 x 36 นิ้ว บรรจนุ้ํา  100 ลิตร ตูละ  10 ตัว จาํนวน  16 ตู เล้ียงปลานิลให
คุนเคยกับตูเปนเวลา  1 สัปดาห  
3. ทดลองหาปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีทําใหปลานิลตายท่ี  0 % และ  100 % โดยเตรียมสารละลายเช้ือ
แบคทีเรียท่ีความเขมขน OD (optical density) เทากับ  0.1 ,0.2 ,0.3 ,0.4 ,0.5 ,0.6 และ  0.7 (วัด OD ท่ี
ความยาวคล่ืน  560 นาโนเมตร) เจือจางเช้ือแบคทีเรียดวยน้ําเกลือ  0.85 % นําสารละลายเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีความเขมขนระดับตางๆ ฉีดเขาปลานิลบริเวณชองทองปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอตัว ความเขมขน
ละ  10 ตัว สวนปลานิลในชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ  0.85 % บันทึกผลการตายสะสมของปลานิล 
0 % และ  100 % ท่ี  96 ช่ัวโมง หลังการฉีดเช้ือ  
4. ทดลองหาปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีทําใหปลานิลตาย  50 % ท่ีเวลา  24 ,48 ,72 และ  96 ช่ัวโมง
ตามลําดับ โดยนําสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีความเขมขนท่ีทําใหปลานลิตาย  0 % และท่ีความเขมขน
ท่ีทําใหปลานลิตายท่ี  100 % ท่ี  96 ช่ัวโมง จากการทดลองในขอ2 มาจัดแบงชวงความเขมขนของเช้ือ
แบคทีเรียเปนระดับความเขมขน  6 ระดับ ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) โดยใชสูตร 

log OD 6 ระดบั =  log OD ตาย - %100 log OD ตาย0 % 
                             n-1 

โดย n คือ จํานวนระดับความเขมขน  



5. เตรียมสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีระดับความเขมขน  6 ระดับ ตามท่ีคํานวณไดโดยเจือจางดวย
น้ําเกลือ  0.85 % นําสารละลายเช้ือท่ีเจือจางมา spread plate ท้ิงไว 24 ช่ัวโมง นับจํานวนแบคทีเรียท่ี
ได จากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียท่ีระดับความเขมขนตางๆ ฉีดเขาปลานิลบริเวณชองทอง ปริมาณ 0.1 
มิลลิลิตรตอตัว ความเขมขนละ  10 ตัวโดยฉีดปลานิลในชุดควบคุมดวยน้ําเกลือ  0.85 % แลวบันทึก
ผลการตายของปลานิลท่ี  24 ,48 ,72 และ  96 ช่ัวโมง 
6. นําขอมูลผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหขอมูลเพื่อหาคา LD50 ตามวิธีของ Reed and Muench 
(1938) 
 
ทดสอบความรุนแรงและการติดเชื้อ (challenge) ในปลานิล 
1. รวบรวมปลานิล 3 สายพันธุเพื่อผลิตลูกปลานิลปลอดเช้ือ S. agalactiae ไดแก สายพันธุจิตรลดา1 
สายพันธุจิตรลดา3 และ นิลแดง สายพันธุละ 1,500 ตัว อนุบาลและเล้ียงในถังไฟเบอรขนาด 6 ตัน
สายพันธุละ 2 ถัง ท่ีศูนยวจิัยและทดสอบพันธุสัตวน้ําอุตรดิตถ ควบคุมระบบและบริเวณท่ีอนุบาล
ลูกปลาเพ่ือไมใหมีการแพรของเช้ือ S. agalactiae เชน ใหเจาหนาท่ีสวมรองเทาบูท ผานท่ีย่ําเทาท่ีใส
สารละลายคลอรีนความเขมขน 30 ppm น้าํท่ีใชผานการฆาเช้ือดวยคลอรีน และอุปกรณท่ีใชจะแยก
จากงานอ่ืนๆ เปนตน เปล่ียนถายน้ําวนัเวนวัน ตรวจวเิคราะหคุณสมบัติน้ํา เชนวัดอุณหภูมิ ความ
เปนกรด-ดาง alkalinity และ คาความกระดางของน้ํา ในระหวางการเล้ียงจะสุมตัวอยางลูกปลาจาก
แตละสายพันธุมายังหองปฏิบัติการท่ีสถาบันวิจยัสุขภาพสัตวน้ําจดืเพือ่ตรวจหาเช้ือ S. agalactiae 
เดือนละ 1 คร้ัง 
2. หลังจากปลามีน้ําหนกัเฉล่ีย 80 กรัม ทําการสุมปลาเพ่ือนํามาตรวจสอบวาปลาท้ังสามสายพันธุ
ปลอดเช้ือ S. agalactiae  
3. นําลูกปลานิลปลอดเช้ือมา challenge ในตูทดลองขนาด  18 x 36 นิ้ว บรรจุน้ํา  100 ลิตร ใสปลา
สายพันธุละ 5 ตัว/ตู โดยกอนปลอยลงเล้ียงในตูเดยีวกันจะตัดครีบหูของปลานิลจิตรลดา1 เพื่อเปน
การทําเคร่ืองหมายใหแตกตางจากปลานิลจิตรลดา3 หลังจากเล้ียงในตูเปนเวลา 1 สัปดาหทดสอบ
ความรุนแรงตามวิธีการขางตน โดยแบงออกเปนชุดควบคุม (control) และชุดทดลอง (treatment) 
โดยชุดทดลองจะฉีดดวยเช้ือ S. agalactiae และชุดควบคุมถูกฉีดดวยน้ําเกลือ ซ่ึงความเขมขนของ
แบคทีเรีย (CFU/ml) ท่ีใชในการทดลองมาจากคาเฉล่ียของคา LD50 ท่ีไดขางตน 
4. เก็บตัวอยางอวัยวะไดแกไต (kidney) ไตสวนหนา (head kidney) ตับ (liver) และ มาม (spleen) 
จากปลา 3 สายพันธุๆละ 5 ตัวของท้ัง 2 ชุดทดลองในแตละชวงเวลา ไดแกระยะเวลากอนฉีด (0 
ช่ัวโมง) และหลังฉีดท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมง, 24 ช่ัวโมง, 3 วัน และ 7 วัน นําตัวอยางท่ีไดเก็บรักษาไว
ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชทดสอบการแสดงออกของยีนตอไป เม่ือครบ 7 วันสังเกต
อาการปลา ตรวจนับจํานวนปลาตาย และเก็บตัวอยางปลาท่ีตายเพ่ือตรวจหาเช้ือกอโรคในปลา เม่ือ
ครบ 7 วันตรวจสอบอัตรารอดของปลานิลแตละสายพันธุ 



5. รวบรวมขอมูล วิเคราะหหาสายพันธุท่ีใหอัตรารอดดท่ีีสุด 
 
One step RT-PCR 
 ตัวอยางจากข้ันตอน challenge จะนํามาสกดั RNA เพื่อนาํไปตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนดวยวิธี one step RT-PCR โดยมีข้ันตอนดังนี ้
1. นําตัวอยางจากข้ันตอน challenge มาบดในโกรงบดยาดวยไนโตรเจนเหลวจนละเอียดเปนเนื้อ
เดียวกัน ช่ังผงตัวอยางท่ีบดไดประมาณ 10 มิลลิกรัม ใสในหลอด 1.5 ml เพื่อนํามาสกดั RNA ดวย 
High Pure RNA Tissue Kit (Roche Applied Science) ตามวิธีมาตรฐานของบริษัทผูผลิต นําRNA ท่ี
สกัดไดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาพรอมใชงาน  
2. นํา RNA ท่ีสกัดไดมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน 3 ชนิดไดแก interleukin-1 beta (IL-1ß), 
hepcidin และ NCCRP-1 ดวยวิธี RT-PCR โดยใชชุด SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System 
with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) และไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีนท้ังสามชนิดในการ
ตรวจสอบ และใช beta-actin (ß-actin) เปน internal control ในปฏิกิริยา RT-PCR รายละเอียดไพร
เมอรท่ีใชในการศึกษาคร้ังนีแ้สดงไวในตารางท่ี1 สําหรับรายละเอียดการเตรียมสารในปฏิกิริยา RT-
PCR กลาวโดยยอไดดังนี ้เตรียมของสารละลายในการทํา RT-PCR มีปริมาตร 25 ไมโครลิตร/1
ตัวอยาง โดยใช reaction mix จํานวน 12.5 ไมโครลิตร, SuperScript III RT/Platinum Taq 1 
ไมโครลิตร, ไพรเมอรท่ีความเขมขน 100 นาโนกรัม (forward และ reverse) 1 ไมโครลิตร และ 
RNAความเขมขน 100 นาโนกรัม จํานวน 1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํา RNase-free จํานวน 8.5 
ไมโครลิตร นําตัวอยางท่ีเตรียมใสในเคร่ือง PCR แลวเพิม่จํานวนดวยโปรแกรมดังแสดงไวใน
ตารางท่ี2 
3. ตรวจผล RT-PCR ดวย 1.5% agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี1 รายละเอียดไพรเมอรท่ีใชในการทําปฏิกิริยา RT-PCR 
ยีน ลําดับเบส 5’ to 3’ อุณหภูมิ annealing/ 

TA (°C) 

ขนาด PCR (bp) 

IL-1ß F: CATGCTGGAGAGCATTGTG 
R: GACAGATAGAGGTTTGTGCC 

55 277 

hepcidin F: CGTTCAGTGTTGCAGTTGCAG 
R: GCAGCAAACTCCACAGATACC 

59 248 

NCCRP-1 F: ATGTCTGCTGCCGAGTGG 
R: ACTGCGCTGCCAGTGAAC 

60 671 

ß-actin F: CAGGCATCAGGGTGTGATG 
R: ACGATACCAGTGGTACGACC 

ข้ึนอยูกับยีนท่ีศึกษา 342 

 
 
 
ตารางท่ี2 โปรแกรมในปฏิกริิยา RT-PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) จํานวนรอบ ระยะเวลา (นาที – วินาที) 
Reverse transcription 45 1 15 - 0 

Pre-denaturation 94 1 2 - 0 
DNA amplification 

- Denaturation 
- Annealing 
- Extension 

 
94 

TA* 
68 

35  
0 - 15 
0 - 30 
1 - 0 

Final extension 68 1 5 - 0 
หมายเหตุ: TA* = อุณหภูมิในข้ันตอน annealing ตามรายละเอียดท่ีแสดงในตารางท่ี1 
 
 
 
 
 
 
 



 
ผลและวิจารณผลการวิจัย 
 

การรวบรวมและแยกเชื้อ S. agalactiae จากปลานิลปวย 
ผลการสํารวจลักษณะภายนอกของปลานิลตรวจพบ เหงือกซีด แผลเปอยเปนหลุมตาม

ลําตัว ตกเลือดตามครีบ ปากและลําตัว ครีบกรอน ตาขุน โปนและบอดในบางตวั พบฝ/ตุมหนองที่
บริเวณปากและใตคาง และทองมีอาการบวม เม่ือผาดูอวัยวะภายในพบวา มีของเหลวสีเหลือง/น้าํ
เลือดในชองทอง ตับซีด ตกเลือดและบวม ไตบวม ถุงน้ําดีโต มามซีดและโต  

 
 หลังบมเช้ือแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง ตรวจสอบ
ลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีพบวาเช้ือท่ีไดมีลักษณะของโคโลนีทรงกลม ขนาดเล็ก
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 มิลลิเมตร ขอบเรียบ มีสีขาวขุน ใหผลการติดสีมวงเขมจากการยอม 
Gram’s strain ไมพบการเคลื่อนท่ีของแบคทีเรียชนิดนีจ้ากการทดสอบ motility test ไมมีการสราง
เอนไซมออกซิเดส และเอนไซมคะตะเลส ผลการจําแนกชนิดเช้ือดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 20 
strep และวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป API Web พบวาเช้ือดังกลาวคือ S. agalactiae โดยใหคา
จําแนกท่ี 98.5 - 99.9 เปอรเซ็นต เช้ือ S. agalactiae  (ภาพท่ี1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   (A)      (B) 

  
 
 

 
(C) 

 

 
ภาพท่ี1 ผลการแยกเช้ือ S. agalactiae จากปลานิลปวย (A) แสดงลักษณะโคโลนีของ Streptococcus 
sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA (B) แสดงผลการยอมสี Gram’s stain และ (C) ผลการตรวจเช้ือ
แบคทีเรียดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 20 strep  
 

ดังนั้นผลการตรวจสอบลักษณะภายนอกและภายในของปลานิล คุณสมบัติทางกายภาพ 
และชีวเคมีของเช้ือ สรุปไดวาเช้ือท่ีกอโรคในปลานิลจากการศึกษาคร้ังนี้เปนเช้ือ S. agalactiae ผล 
sensitivity test ของเช้ือพบคาความไวสูงสุดและต่ําสุดตอยาจุลชีพของเช้ือชนิดนี้ในยา 
oxytetracyclin และ enrofloxacin ตามลําดับ เช้ือท่ีรวบรวมไดตั้งแตเร่ิมโครงการจนถึงปจจุบันมี
ท้ังส้ิน 16 isolates ดังแสดงไวในตารางท่ี3 
 
 
 
 



 
 
คา LD50 ของปลานิล 

จากการทดสอบเปรียบเทียบความสามารถในการทําลายเม็ดเลือดบน blood agar ของเช้ือ S. 
agalactiae ท่ีแยกไดจากปลานิลท้ัง 10 isolates พบวา clear zone ท่ีไดบน blood agar (ภาพท่ี 2) หลัง
การบม 48 ช่ัวโมงมีขนาดเสนผาศูนยกลางต้ังแต 1.2 – 1.8 มิลลิเมตร ซ่ึงเช้ือตัวแรกมขีนาด
เสนผาศูนยกลาง เทากับ 1.8 มิลลิเมตร และใหผลขอมูลลักษณะภายนอกและอวัยวะภายในท่ีแสดง
อาการติดเช้ือแบคทีเรียชนดินี้อยางชัดเจน จึงเลือกมาใชในการทดสอบหาคา LD50 ของปลานิลท้ัง
สามสายพันธุเพื่อใชฉีดเช้ือในการ challenge พบวาคาเฉลี่ยของคาLD50 ในการฉีดอยูท่ี 1.4x108 
CFU/ml  
 
 

 
 

ภาพท่ี 2 ตวัอยางผลการทดสอบการทําลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ S. agalactiae บน blood agar



 ตารางที่3 เชื้อ S. agalactiae จํานวน16 isolates ที่รวบรวมไดจากปลานลิปวย 
Isolate API identification  ที่มาของปลานลิ Clear zone บน blood agar Antibiotic sensitivity 

 (%)   24 ชม. 48 ชม.  

1 99.9 สระบุรี 1.1 1.8 Oxytetracyclin 
2 99.9 สระบุรี 0.9 1.4 Oxytetracyclin และ Sulfatrimetroprim 
3 99.9 นครปฐม 1 1.7 Oxytetracyclin 
4 99.9 นครปฐม 1 1.6 Oxytetracyclin และ Sulfatrimetroprim 
5 98.5 อยุธยา 0.9 1.2 Oxytetracyclin 
6 99.9 ปทุมธานี 1 1.6 Oxytetracyclin 
7 99.9 สุพรรณบุร ี 1 1.8 Oxytetracyclin 
8 99.9 สุพรรณบุร ี 1.1 1.8 Oxytetracyclin, Sulfatrimetroprim และ Enrofloxacin 
9 99.9 กาญจนบุรี 1.1 1.8 Sulfatrimetroprim และ Enrofloxacin 
10 99.9 กทม. 1 1.6 Oxytetracyclin 
11 99.9 ปทุมธานี 0.9 1.8 Resistance 
12 99.3 ปทุมธานี 0.8 1.7 Oxytetracyclin, Sulfatrimetroprim 
13 99.9 นครพนม 1.1 1.9 Oxytetracyclin 
14 99.9 สมุทรปราการ 0.9 2 Oxytetracyclin 
15 99.9 สมุทรปราการ 1 1.6 Oxytetracyclin 
16 99.4 ปราจีนบุรี 0.9 1.5 Oxytetracyclin, Sulfatrimetroprim 



 
สายพันธุปลานิลท่ีมีอัตรารอดสูงจากการติดเชื้อ S. agalactiae   
 ลูกปลานิลท้ัง 3 สายพันธุท่ีอนุบาลในถังไฟเบอรมีคาเฉล่ียของคุณสมบัติน้ําตลอดเวลาการ
เล้ียงดังนี้ อุณหภูมิ 21.07 องศาเซลเซียส pH เทากับ 7.52 คาความเปนดาง (alkalinity) เทากับ 80.87 
มิลลิกรัม/ลิตร และความกระดาง (hardness) เทากับ 61.9 มิลลิกรัม/ลิตร จากการสุมตัวอยางลูกปลา
นิลท้ัง 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุจิตรลดา1 สายพันธุจิตรลดา3 และนิลแดง สายพันธุละ 10 ตัว เพื่อ
ตรวจหาเช้ือ S. agalactiae เดอืนละ 1 คร้ัง พบวาปลานิลท้ัง 3 สายพันธุปลอดเช้ือแบคทีเรียดังกลาว 
ซ่ึงสามารถนํามาใชในการทดสอบการติดเช้ือตอได 
 

หลังการ challenge ปลานิล 3 สายพันธุเปนระยะเวลา 7 วัน พบวาปลานิลสายพันธุจติรลดา3 
มีอัตรารอดตายสูงสุด (85%) รองลงมาไดแกปลานิลแดง (80%) และปลานิลสายพันธุจิตรลดา1 มี
อัตรารอดตายต่ําสุด (55%)  (ตารางท่ี4) ผลของอัตรารอดตายท่ีไดจากการ challenge คร้ังนี้บงช้ีวาปลา
นิลสายพันธุจติรลดา3 มีแนวโนมของความทนทานตอเช้ือ S. agalactiae สูงสุด และจากการตรวจหา
เช้ือในปลานิลท่ีตายระหวางการ challenge พบวาเช้ือดังกลาวคือ S. agalactiae จึงเปนการยืนยันวา
การ challenge คร้ังนี้ประสบความสําเร็จ 

 
ตารางท่ี4 เปอรเซ็นตอัตรารอดของปลานิลสามสายพันธุ 

สายพันธุ เปอรเซ็นตอัตรารอด 
นิลแดง 80 
จิตรลดา1 55 
จิตรลดา3 85 

 
ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้ซ่ึงเปนการทดลองในสภาพควบคุม อาจไมสอดคลองกับ

สถานการณการตายของปลานิลในการเพาะเล้ียงของเกษตรกร ท่ีพบอัตราการตายจากการเล้ียงปลา
จิตรลดา3 สูงกวาสายพันธุอ่ืนๆ ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเกษตรกรสวนใหญใชปลานิลสายพันธุจิตรลดา3 
และรองลงมาไดแกนิลแดงในการเพาะเล้ียง สําหรับจิตรลดา1 จะมีการเล้ียงนอยมากเพราะมีอัตราการ
เจริญเติบโตดอยกวาจิตรลดา3 นอกจากนีพ้บวาเกษตรกรสวนใหญเล้ียงปลาดวยระบบ intensive ท่ี
ความหนาแนนของปลาสูง และนิยมเล้ียงปลาในกระชังซ่ึงยากตอการควบคุมจัดการคุณภาพน้ําและ
ส่ิงแวดลอม จงึเปนไปไดวาโอกาสพบการตายจากการตดิเช้ือ S agalactiae ในปลานลิจิตรลดา3 และ
นิลแดงในระบบการเพาะเล้ียงท่ัวไปจะสูงกวาปลานิลจิตรลดา1 ดังนั้นควรมีการขยายผลจาก
การศึกษาคร้ังนี้โดยนํารูปแบบการการทดสอบความรุนแรงของการติดเช้ือท่ีไดไปทดสอบกับระบบ
การเพาะเล้ียงท่ัวไปซ่ึงเปนสภาพของการเพาะเล้ียงท่ีแทจริงเพื่อเปนการยืนยนัผล อันจะเปน



ประโยชนตอเกษตรกร และสามารถใชเปนแนวทางในการเลือกผลิตปลานิลสายพันธุตานทานตอเช้ือ 
S. agalactiae ในอนาคตได 
 

การแสดงออกของยีน 
 เนื่องจากในชวงข้ันตอนการเก็บตัวอยางปลานิลจากการ challenge ท่ีระยะเวลาตางๆน้ัน 
ผูวิจัยยังไมทราบผลอัตรารอดสูงสุดและต่ําสุดของปลานิลแตละสายพันธุ จึงจําเปนตองเก็บตัวอยาง
ปลานิลจากท้ังสามสายพันธุ ซ่ึงในการเก็บตัวอยางปลานิลเพื่อการศึกษาการแสดงออกจะตองทํา
อยางรวดเร็วและถูกตอง มิฉะนั้น RNA ท่ีไดจะมีคุณภาพไมดีพอในการศึกษาการแสดงออกของยีน 
ดังนั้นจําเปนตองตองมีบุคลากรมากพอสําหรับเก็บตัวอยางปลาในทุกชวงระยะเวลา จากขอเสนอ
โครงการท่ีวางแผนการเก็บตัวอยางปลาสามสายพันธุสายพันธุละ 5 ตัว ตัวละ 7 อวยัวะ จากปลาท้ัง
สองกลุม (control และ treatment) รวมตัวอยางท่ีจะตองเก็บท้ังส้ิน 210 ตัวอยางในแตละชวงเวลา  
 

จากขอจํากดัของเวลาและบุคคลากร ผูวิจัยมีความจําเปนตองลดชนิดของอวัยวะท่ีวางแผน
ไวในคร้ังแรกลงเหลือ 4 อวัยวะไดแก ไต ไตสวนหนา ตบั และมาม แมวาชนิดของอวยัวะท่ีทดลอง
นอยลง แตอวยัวะท้ังหมดท่ีกลาวมีหนาท่ีสําคัญและเกี่ยวของตอระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงสามารถตอบ
โจทยในการวจิัยคร้ังนี้ได นอกจากนี้ผูวิจยัไดทําการศึกษาเพ่ิมเติมในสวนการแสดงออกของยีน จาก
ขอเสนอโครงการท่ีวางแผนศึกษาการแสดงออกของยีนในสองสายพันธุไดแกสายพนัธุท่ีมีอัตรา
รอดสูงสุดและต่ําสุด ผูวิจยัไดเพิ่มการทดลองโดยทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในปลาท้ังสาม
สายพันธุเพื่อใหไดขอมูลที่ชัดเจนและสมบูรณมากข้ึน 

 
สําหรับผลการศึกษาการแสดงออกของยีนจาํนวน 3 ชนิดไดแก IL-1ß, Hepcidin และ 

NCCRP-1 มีดงันี้ 
 

Interleukin1-ß (IL-1ß) 
 พบการแสดงออกของยีนIL-1ß ในท้ังส่ีอวยัวะของปลานลิปกติ (ท่ี 0 ช่ัวโมง) และในปลา
ท้ังสามสายพันธุ แตระดับการแสดงออกของยีนท่ีพบจะแตกตางกันตามชนิดสายพนัธุและอวัยวะ 
โดยการแสดงออกของยีน IL-1ß ท่ีพบในปลานิลจิตรลดา3 อยูในระดบัสูงกวาท่ีพบในปลานิลแดง
และจิตรลดา1 นอกจากน้ีพบวาไตของปลาทั้งสองสายพันธุหลังมีระดบัการแสดงออกของยีนนอย
สุด (ภาพท่ี3) 
 
 หลังไดรับเช้ือ S. agalactiae ท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมง ระดับการแสดงออกของยีนIL-1ß 
เพิ่มข้ึนในทุกตัวอยางของปลาท้ังสามสายพันธุโดยเฉพาะในมาม และพบวาระดับของยีนนี้เพ่ิมสูง



อยางชัดเจนในปลาจิตรลดา3 ระดับยนี IL-1ßยังคงอยูในทุกตัวอยางทดลองท่ีระยะเวลา 3 วัน 
หลังจากนัน้ยนี IL-1ß เร่ิมลดระดับลงท่ีระยะเวลา 7 วันหลังไดรับเช้ือแบคทีเรีย (ภาพท่ี3) 
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ภาพท่ี3 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน IL-1ßในอวัยวะ
ตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไตสวนหนา; 3, 7, 11 = ตับ; 4, 8, 12 
= มาม) ของปลานิลสามสายพันธุ (1 - 4 = นิลแดง; 5 – 8 = จิตรลดา
3; 9-12 = จิตรลดา1) ท่ีฉีดเช้ือ S. agalactiae ในระยะเวลาตางๆ (A= 
0 ช่ัวโมง; B = 4 ช่ัวโมง; C = 3 วัน; D = 7 วัน) โดยเปรียบเทียบกับ 
ß-actin; 13 = negative control และ M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp  
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จากผลการวิจยัท่ีพบการแสดงออกของยีนในอวยัวะท้ังหมด ไดแก ไต ไตสวนหนา ตบั 

และ มาม ของปลานิลปกติท้ังสามสายพันธุ บงช้ีวายนีIL-1ß ของปลานิลมีการสรางอยูตลอดเวลา 
(constitutive expression) ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับการศึกษายีน IL-1ßในปลาดุกอเมริกัน ซ่ึง
นอกจากจะพบการแสดงออกของ IL-1ßในอวัยวะท้ัง 4 ชนิดท่ีพบในปลานิลแลว ยงัพบยีนนี้ใน
อวัยวะอ่ืนๆอีกดวย เชน กลามเนื้อ สมอง และ ลําไส (Wang et al., 2006)  
 
 Interleukin-1 (IL-1) จัดอยูในกลุม proinflammatory cytokine ซ่ึงเปนโปรตีนที่สําคัญตอ
ระบบภูมิคุมกนัของส่ิงมีชีวติท้ังท่ีเปนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non-specific immunity) และแบบ
จําเพาะ (specific immunity) โดยเฉพาะการตอบสนองตอการติดเช้ือในข้ันตอนท่ีเกีย่วกับการ
อักเสบ (inflammation) ซ่ึงพบวายนีIL-1 จะถูกเหนีย่วนาํใหเพิ่มปริมาณระดับการแสดงออกสูงข้ึน 
(Dinarello , 1998; Bird et al., 2002; Huising et al., 2004)  ยีนIL-1 มีหลายชนิด เชน IL-1α (IL-
1F1), IL-1ß (IL-1F2) และ IL-1 receptor antagonist (IL-1ra, IL-1F3) เปนตน นอกจากน้ีมีรายงาน
วา ยนี IL-1ß  มีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบ humoral ไดมากกวา IL-1α 
(Nakae et al., 2001)  
 

มีรายงานผลการศึกษาเกีย่วกบัยีนIL-1ß ในปลาหลายชนิดเชน ปลาไน (Cyprinus carpio) 
ปลาดุกอเมริกนั (Ictalurus punctatus) และปลาเรนโบวเทรา (rainbow trout, Oncorhynchus mykiss) 
พบวา หากมีส่ิงแปลกปลอมเชน แบคทีเรียท้ังชนิดแกรมบวกและลบเขาสูรางกาย ยีนIL-1ßใน
อวัยวะท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน (ไตสวนหนา เม็ดเลือดขาวของไตสวนหนา และมาม) จะถูก
กระตุนและมีการเพิ่มระดับการแสดงออกของยีนอยางชัดเจนภายในระยะเวลา 2-24 ช่ัวโมงหลังการ
ติดเช้ือ (Engelsma et al., 2001; Hilton et al., 2002; Kim and Austin, 2006; Wang et al.,2006) ซ่ึง
ผลของการตอบสนองตอแบคทีเรียแกรมบวกในปลานิลในคร้ังน้ีเปนไปในทิศทางเดยีวกับ
การศึกษาท่ีผานมา โดยพบวาระดับยนีIL-1ß  เพิ่มข้ึนท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมงหลังฉีดดวยเช้ือ S. 
agalactiae โดยเฉพาะในปลานิลจิตรลดา3 ท่ีพบการเพิ่มของยีนอยางชัดเจน 
 

สําหรับปลานิลในชุดควบคุม แมวาระดับการแสดงออกของยีนนี้จะเพิม่ข้ึนในทุกตัวอยาง
และทุกสายพนัธุท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมงหลังการฉีดดวยน้าํเกลือ แตการแสดงออกของยีนไดลดระดบั
ลงในทุกตัวอยางท่ีระยะเวลา 24 ช่ัวโมงจนถึง 7 วันเม่ือเปรียบเทียบกับตัวอยางกอนฉีดเช้ือ (ท่ี 0 
ช่ัวโมง) ซ่ึงการเพ่ิมของยีนท่ีพบในชวง 4 ช่ัวโมงหลังไดรับน้ําเกลือ อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยาการ
ตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย แตหลังจากท่ีพบวาส่ิงแปลกปลอมดังกลาวไมมี
อันตรายตอรางกาย ระดับการแสดงออกของ IL-1ß จึงลดลงสูระดับปกติ (ภาพท่ี4)  



 

 
 
 

            
 
 

               

300 bp 

300 bp 

ภาพท่ี4 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน IL-1ß ของปลากลุม
ควบคุมในอวยัวะตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไตสวนหนา; 3, 7, 
11 = ตับ; 4, 8, 12 = มาม) ของปลานิลสามสายพันธุ (1 - 4 = นิล
แดง; 5 – 8 = จิตรลดา3; 9-12 = จิตรลดา1) ท่ีฉีดน้ําเกลือใน
ระยะเวลาตางๆ (A = 0 ช่ัวโมง; B = 4 ช่ัวโมง; C = 7 วัน) โดย
เปรียบเทียบกบั ß-actin; 13 = negative control และ M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp  
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B 
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Hepcidin 
 ผลการศึกษาพบวาปลานิลท้ังสามสายพันธุในสภาวะปกติมีการแสดงออกของยีนชนดินี้
อยางชัดเจนในตับ นอกจากน้ียังพบการแสดงออกของยนีนี้ในมามของปลานิลแดง และไตสวนหนา
ของปลานิลจิตรลดา3อีกดวย ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงหลังจากการติดเช้ือแบคทีเรียพบระดับการ
แสดงออกของยีนนี้เพ่ิมสูงข้ึนในทุกอวยัวะท่ีทําการศึกษาของปลาท้ังสามสายพันธุโดยเปรียบเทียบ
กับเวลาท่ี 0 ช่ัวโมง หลังการติดเช้ือ S. agalactiae เปนเวลา 3 วันยังคงพบยีนนีใ้นทุกอวัยวะและสาย
พันธุของปลาท่ีทําการทดลอง แตพบในระดับท่ีนอยลงอยางชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับระยะเวลาท่ี 
24 ช่ัวโมง ในระยะเวลาท่ี 7 วันหลังการฉีดเช้ือยังคงพบการแสดงออกของ hepcidin ในเกือบทุก
อวัยวะท่ีทําการศึกษาของปลานิลแดงและจิตรลดา3 และเปนท่ีนาสนใจวาในตับของปลาทุกสาย
พันธุ มีการแสดงออกของยีนนี้สูงกวาอวัยวะอ่ืนๆ สําหรับไตและไตสวนหนาของปลานิลจิตรลดา1 
พบระดับการแสดงออกของยีนนี้ลดลงมากจนเกือบไมพบการแสดงออกของยีน (ภาพท่ี5) 
 
 hepcidin จัดอยูในกลุม antimicrobial peptide (AMP) ซ่ึงเปนโปรตีนทีมี่หนาท่ีสําคัญในการ
กําจัดส่ิงแปลกปลอมหรือเช้ือตางๆท่ีเขาสูรางกาย โดยเฉพาะภูมิคุมกันแบบท่ีมีมาแตกาํเนิด หรือ
แบบไมจําเพาะ (innate/non-specific immunity) โดยพบไดท้ังในสัตวเล้ียงลูกดวยนมและปลา 
(Bulet et al., 2004; Shi and Camus, 2006) นอกจากนี้ hepcidin ยังมีหนาท่ีสําคัญตอระบบ iron 
regulating/metabolism และขบวนการอักเสบท่ีเกิดจากการตอบสนองตอการติดเช้ือ  Krause et al. 
(2000) รายงานวา mRNA ของ hepcidin ในคนจะพบไดท่ีตับ ดังนั้น hepcidin จึงจัดเปนยีนท่ีมีการ
แสดงออกเฉพาะบางอวยัวะเทานั้น (tissue specific expression) มีรายงานเก่ียวกับ hepcidin ในปลา
หลายชนิดเชน ปลา Bass ลูกผสม (hybrid striped bass) ปลาดุกอเมริกัน ปลา sea bass 
(Dicentrarchus labrax) ปลาหมอเทศ (Oreochromis mossambicus) และปลา largemouth bass 
(Micropterus salmoides) พบการสรางโปรตีนชนิดนีใ้นหลายอวยัวะ แตปริมาณของยีน hepcidin ท่ี
พบจะแตกตางกัน โดยในตับจะพบ hepcidin ในปริมาณท่ีสูงแตกตางจากอวัยวะอ่ืนๆอยางชัดเจน 
ยีนดังกลาวนีจ้ะเพิ่มระดับการแสดงออกในอวัยวะท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน เชนตับ ไตสวน
หนาและมาม ไดอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา24 ช่ัวโมงหลังการติดเช้ือดวยแบคทีเรียท้ังชนิดแกรม
บวกและแกรมลบ (Shike et al., 2002; Bao et al., 2005; Rodrigues et al., 2006; Huang et al., 2007; 
Robertson et al., 2009)  
 

ผลการศึกษาในปลาหลายชนิดท่ีกลาวขางตนมีผลใกลเคียงกับการวิจยัคร้ังนี้ โดยพบการ
แสดงออกของยีนชนดินี้ในปริมาณสูงท่ีตับของปลานิลท้ังสามสายพันธุ ระดับยนีจะเพ่ิมอยาง
รวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมงหลังฉีดปลานิลดวยเช้ือ S. agalactiae ในทุกตัวอยาง จนกระท่ังเวลาที่ 



7วัน พบวาระดับของ hepcidin ในปลานิลจิตรลดา3 และนิลแดงยังคงมีการแสดงออกอยู ในขณะท่ี
ระดับของยีนนี้ลดลงมากจบเกือบไมพบในปลานิลจิตรลดา1 
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สําหรับการแสดงออกของ hepcidin ในปลากลุมควบคุมจะมีรูปแบบการเปล่ียนแปลงที่
คลายกับยีนIL-1ß ในกลุมควบคุม คือท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมงหลังฉีดน้ําเกลือ ยีนชนิดนี้จะถูก
เหนีย่วนําใหมีระดับการแสดงออกเพิ่มในหลายอวัยวะเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีระยะเวลา 0 ช่ัวโมงกอน
ฉีดน้ําเกลือโดยเฉพาะในปลานิลจิตรลดา 3 ท่ีพบยีนนีใ้นทุกอวัยวะศึกษาและมีระดับของยีนสูงกวา
ปลาอีกสองสายพันธุ ในขณะท่ีปลาจิตรลดา1 พบ hepcidin ในตับและมามเทานั้น อยางไรก็ดีระดับ
ยีนไดลดลงและใหรูปแบบการแสดงออกเหมือนกับปลาปกติ (0 ช่ัวโมงกอนฉีดน้ําเกลือ) อยาง

ภาพท่ี5 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน hepcidin ใน
อวัยวะตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไตสวนหนา; 3, 7, 11 = ตับ; 
4, 8, 12 = มาม) ของปลานิลสามสายพันธุ (1 - 4 = นิลแดง; 5 – 8 
= จิตรลดา3; 9-12 = จิตรลดา1) ท่ีฉีดเช้ือ S. agalactiae ใน
ระยะเวลาตางๆ (A= 0 ช่ัวโมง; B = 24 ช่ัวโมง; C = 7 วนั) โดย
เปรียบเทียบกบั ß-actin; 13 = negative control และ M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp 
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B 

A 

300 bp 

300 bp 

ß-actin 
hepcidin 



รวดเร็วภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงหลังฉีดน้ําเกลือ (ภาพท่ี 6) ซ่ึงเปนการเปล่ียนแปลงท่ีพบใน
ระยะเวลาส้ันๆแลวคืนกลับสูสภาวะปกติหลังจากรางกายของเซลลเจาบานพบวาส่ิงท่ีเขาสูรางกาย
ไมกอใหเกิดอันตรายตอระบบภูมิคุมกัน 
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ภาพท่ี6 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน hepcidin ของ
ปลากลุมควบคุมในอวยัวะตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไตสวน
หนา; 3, 7, 11 = ตับ; 4, 8, 12 = มาม) ของปลานิลสามสายพันธุ (1 
- 4 = นิลแดง; 5 – 8 = จิตรลดา3; 9-12 = จิตรลดา1) ท่ีระยะเวลา
ตางๆ (A = 0 ช่ัวโมง; B = 4 ช่ัวโมง; C = 24ช่ัวโมง) โดย
เปรียบเทียบกบั ß-actin; 13 = negative control และ M = ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
Non-specific cytotoxic cell receptor protein-1 (NCCRP-1) 
 ผล RT-PCR พบวาปลานิลในสภาวะปกติมีการแสดงออกของยีนNCCRP-1 ในทุกสาย
พันธุและทุกชนิดของอวยัวะที่ใชทดลองในคร้ังนี้ โดยพบระดับการแสดงออกของยนีNCCRP-1สูง
ในอวยัวะสองชนิดคือ ไตสวนหนาและตับ ในขณะท่ีไตและมามมีระดบัการแสดงออกของยีนนี้
นอยกวา และเม่ือเปรียบเทียบระหวางปลานิลปกติสามสายพันธุพบวา ปลานิลจิตรลดา3 มีการ
แสดงออกของยีนนี้ชัดเจนในทุกอวัยวะทดลอง แตหลังจากปลาไดรับเช้ือ S. agalactiae ท่ีระยะเวลา 
4 ช่ัวโมง พบการเพิ่มระดับของการแสดงออกท่ีสูงข้ึนอยางชัดเจนในทุกตัวอยางทดลอง โดยเฉพาะ
ในไตสวนหนาของปลานิลจิตรลดา3 การเพิ่มของยีนNCCRP-1 ในปลานิลจะคงอยูจนถึงระยะเวลา 
3 วันหลังการติดเช้ือ หลังจากนั้นท่ีระยะเวลา 7 วันพบการแสดงออกท่ีลดระดับลงจนเกือบใกลเคียง
กับท่ีพบในระยะเวลา 4 ช่ัวโมงของทุกตัวอยางทดลอง (ภาพท่ี7) 
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ภาพท่ี7 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีนNCCRP-1 ในอวัยวะ
ตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไตสวนหนา; 3, 7, 11 = ตับ; 4, 8, 12 = 
มาม) ของปลานิลสามสายพันธุ (1 - 4 = นิลแดง; 5 – 8 = จิตรลดา3; 9-
12 = จิตรลดา1) ท่ีระยะเวลาตางๆ (A = 0 ช่ัวโมง; B = 4 ช่ัวโมง; C = 
24 ช่ัวโมง; D = 7 วัน) โดยเปรียบเทียบกบั ß-actin; 13 = negative 
control และ M = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp  
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ผลการแสดงออกของยีนNCCRP-1 ในปลานิลปกติท่ีไดในครั้งนี้สอดคลองกับรายงานใน 

ปลานิล ปลาไน และ ปลาAtlantic cod (Ishimoto et al., 2004; Sakata et al., 2005; Seppola et al., 
2007) ซ่ึงพบวายีน non specific cytotoxic cell receptor protein-1 ของปลามีการแสดงออกในหลาย
อวัยวะท้ังในกลุม lymphoid เชน ไตสวนหนา ตับ มาม และกลุม non-lymphoid เชน ผิวหนัง เหงือก 
หัวใจ เปนตน โดยอวยัวะในกลุมแรกจะมีระดับการแสดงออกท่ีสูงกวาอีกกลุมอยางชัดเจน ดังนั้น
จึงกลาวไดวาโปรตีนNCCRP-1ในปลาท่ัวไปจัดเปนโปรตีนท่ีมีการสรางอยูตลอดเวลาเชนเดียวกับ 
IL-1ß 

 
จากการศึกษาเอกสารงานวิจยัพบวา non-specific cytotoxic cell (NCC) ในปลาเปนเซลลท่ี

เทียบเทากับ natural killer cell (NK cell) ท่ีพบในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Evans et al., 1984) นักวิจยั
พบวาเซลลชนิดนี้มีความสําคัญตอกับระบบภูมิคุมกันของส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะชนดิท่ีมีมาแตกําเนิด 
(innate immunity) เซลล non-specific cytotoxic จะจดจาํส่ิงแปลกปลอมตางๆไดโดยอาศัย receptor 
protein ซ่ึงปจจุบันพบเพยีงชนิดเดยีวเทานั้นคือ non-specific cytotoxic cell receptor protein-1 
(NCCRP-1) เซลลชนิดนี้สามารถกําจัดส่ิงแปลกปลอมไดหลายชนดิ เชนแบคทีเรีย ซ่ึงจะถูกกําจดั
โดยการปลอยสาร cytokine ของระบบท่ีเกีย่วของกับการอักเสบ  อันเปนขบวนการตอบสนองตอ
การติดเช้ือท่ีเขาสูรางกาย (Graves et al., 1985)  

 
มีการวิจยัเพ่ือศึกษาการตอบสนองและการเปล่ียนแปลงของยีน NCCRP-1 ในปลาหลังการ

ติดเช้ือแบคทีเรีย พบวามีการเพิ่มระดับการแสดงออกของยีนชนดินี้ในไตสวนหนาของปลาไน
หลังจากติดเช้ือ Aeromonas hydrophila ซ่ึงเปนแบคทีเรียชนิดแกรมลบ ขณะท่ีในไตสวนหนาของ
ปลา Atlantic cod ไมพบการเปล่ียนแปลงของยีนนีห้ลังการกระตุนดวย polyinosinic polycytidylic 
acid (poly I:C), lipopolysaccharide (LPS)  และ formalin killed Vibrio anguillarum (Sakata et 
al.,2005; Seppola et al., 2007) สําหรับในปลานิลแมวาการเปล่ียนแปลงของยีนนีใ้นปลาท้ังสามสาย
พันธุจะเห็นความแตกตางไมมากนัก แตพบวายนี NCCRP-1 ไดถูกกระตุนใหมีการเพิ่มของระดับ
การแสดงออกอยางรวดเร็วในช่ัวโมงท่ี 4 หลังการฉีดดวยแบคทีเรียแกรมบวก S. agalactiae 
โดยเฉพาะในไตสวนหนาและมามของปลาสายพันธุจิตรลดา3 

 
 
 
 
 



 สวนรูปแบบการแสดงออกของยีนNCCRP-1 ในกลุมควบคุมท่ีฉีดดวยน้ําเกลือจะเปนไปใน
ทิศทางเดียวกบัยีนสองชนิดท่ีกลาวมาแลวขางตน คือมีระดับการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนและลดลงคืนสู
สภาวะปกติภายในระยะเวลาท่ี 4 และ 24 ช่ัวโมงหลังฉีดดวยน้าํเกลือตามลําดับ (ภาพท่ี8) 
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   ภาพท่ี8 ผล RT-PCR ของการแสดงออกของยีน NCCRP-1 ของ
ปลากลุมควบคุมในอวยัวะตางๆ (1, 5, 9 = ไต; 2, 6, 10 = ไต
สวนหนา; 3, 7, 11 = ตับ; 4, 8, 12 = มาม) ของปลานิลสามสาย
พันธุ (1 - 4 = นิลแดง; 5 – 8 = จิตรลดา3; 9-12 = จิตรลดา1) ท่ี
ระยะเวลาตางๆ (A = 0 ช่ัวโม; B = 4 ช่ัวโมง; C = 24ช่ัวโมง) 
โดยเปรียบเทียบกับ ß-actin; 13 = negative control และ M = ดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp  

 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
สรุปผลการวิจัย 

เช้ือ S. agalactiae ท่ีรวบรวมไดในการศึกษาคร้ังนี้มีท้ังหมด 16 isolates จาก 10 จังหวดัใน
ประเทศไทย ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพพบวาเช้ือ S. agalactiae สวนใหญยังคงมีความ
ไวตอยา oxytetracycline และ sulfatrimetroprim ดังนั้นหากเกษตรกรมีความจําเปนเรงดวนตองใช
ยาในการรักษาโรค Streptococcosis ควรเลือกใชยาสองชนิดนี้ตามลําดบั 

 
การทดสอบความรุนแรงการติดเช้ือ (challenge) ในปลานิลสามสายพันธุภายใตสภาพ

ควบคุมในโรงทดลองใหผลสรุปวา ปลานิลจิตรลดา3 และปลานิลจิตรลดา1 มีแนวโนมการทนตอ
โรคท่ีเกิดจากเช้ือ S. agalactiae สูงสุดและต่ําสุดตามลําดับ  

 
การแสดงออกของยีน IL-1ß ซ่ึงเปนโปรตีนในกลุม pro-inflammatory cytokine ท่ีมี

ความสําคัญตอท้ังระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะและไมจําเพาะ สําหรับในปลานิลท่ัวไปพบวา IL-1ß 
มีการแสดงออกแบบ constitutive expression คือเปนยีนท่ีมีการสรางอยูตลอดเวลาและพบในอวัยวะ
หลายชนิด ยีนนี้จะเพิ่มระดับการแสดงออกอยางรวดเร็วภายในเวลา 4 ช่ัวโมงหลังการฉีดเช้ือ S. 
agalactiae โดยเฉพาะในไตสวนหนาและมามของปลานิลจิตรลดา3  

 
hepcidin ซ่ึงเปนโปรตีนชนิดหนึ่งในกลุม antimicrobial peptide ท่ีมีความสําคัญตอระบบ

ภูมิคุมกัน ยีนชนิดนี้ในปลานิลท่ัวไปมีการแสดงออกแบบ tissue specific expression คือพบระดับ
การแสดงออกสูงในตับของปลานิลปกติท้ังสามสายพันธุ แตภายในเวลา 24 ช่ัวโมงหลังการติดเช้ือ
แบคทีเรียแกรมบวก S. agalactiae จะพบยนีดังกลาวนี้ในทุกอวัยวะท่ีทําการศึกษาของปลาทั้งสาม
สายพันธุ นอกจากนี้พบวาปลานิลจิตรลดา3 ยังคงมีการแสดงออกของ hepcidin ในเกอืบทุกอวัยวะ
ทดลองท่ีระยะเวลา 7 วัน 

 
สําหรับ NCCRP-1 จัดเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภมิูคุมกันแบบไมจําเพาะ มีหนาท่ีใน

การกําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกายในขบวนการ inflammation พบวา NCCRP-1 ในปลานิล
ปกติมีการแสดงออกแบบ constitutive expression เชนเดียวกับ IL-1ß และระดับของยีน NCCRP-1 
จะถูกเหนีย่วนาํใหเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วท่ี 4 ช่ัวโมงหลังติดเช้ือ S. agalactiae ในทุกอวัยวะและสาย
พันธุของปลานิลโดยเฉพาะในไตสวนหนาและมามของปลานิลจิตรลดา3  

 
รูปแบบการแสดงออกของยนีท่ีแตกตางกนันั้นข้ึนอยูกับปจจัยหลายประการไดแก สาย

พันธุ ชนิดของยีน ชนดิของอวัยวะ และระยะเวลาตางๆท้ังกอนและหลังการติดเช้ือเปนตน จาก



การศึกษาคร้ังนี้พบวาระดับของการตอบสนองตอเช้ือแบคทีเรียในยีนท้ังสามชนิดเปนไปในทิศทาง
เดียวกัน (เพิ่มภายในเวลา 4 - 24 ช่ัวโมง) และสวนใหญจะพบในอวยัวะกลุม lymphoid เชนไตสวน
หนา ตับ และมาม แตปจจยัท่ีมีความสําคัญตอความแตกตางของการแสดงออกของยีนอยางชัดเจน
ในการศึกษาคร้ังนี้ก็คือสายพนัธุของปลา โดยสายพนัธุท่ีมีแนวโนมความทนโรคสูง (จิตรลดา3) 
หลังการติดเช้ือจะถูกเหนี่ยวนําใหมีการเพิม่ระดับการแสดงออกของยีนอยางรวดเร็ว และการ
แสดงออกจะคงอยูไดนานกวาสายพันธุท่ีมีแนวโนมการทนโรคต่ํา (จิตรลดา1) จะเหน็วา
ความสัมพันธของระดับการแสดงออกของยีนท้ังสามชนดิตอการติดเช้ือ S. agalactiae แปรผันตรง
กับระดับความตานทานโรคของปลานิล  

 
เนื่องจากยีนท้ังสามชนิดนี้มีหนาท่ีและความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันแตกตางกัน แตพบวา

ระดับของยีนท้ังหมดถูกเหนี่ยวนําใหเพิ่มอยางรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมงหลังปลานิลไดรับเช้ือ 
S. agalactiae และการแสดงออกของยีนท้ังหมดจะลดระดับลงภายใน 3-7 วันหลังการติดเช้ือ
แบคทีเรีย ดังนั้นจึงเปนไปไดวาปลานิลตอบสนองตอเช้ือ S. agalactiae โดยใชกลไกของภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะในการกําจดัเช้ือแบคทีเรียท่ีเขาสูรางกาย ผลท่ีไดในครั้งน้ีจะเปนขอมูลพื้นฐานท่ีมี
ประโยชนตอการพัฒนาการรักษาโรค streptococcosis โดยหลีกเล่ียงการใชยาตานจลุชีพ และ
นําไปใชในการผลิตสายพันธุปลานิลตานทานตอเช้ือ S. agalactiae ในอนาคต 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอจากการทดลองครั้งนี้ในสวนการทดสอบความรุนแรงของการ
ติดเช้ือในสภาพของการเพาะเล้ียงท่ัวไป เพื่อใหทราบผลของเช้ือตอการตายของปลานิลใน
สภาพท่ีแทจริงของการเล้ียงปลา ซ่ึงผลท่ีไดจะเปนประโยชนอยางยิ่งตอเกษตรกรผู
เพาะเล้ียงปลานิล 

2. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกการทํางานของยีนท้ังสามชนิดอยางละเอียด เพื่อใหเขาใจ
ข้ันตอนการตอบสนองตอเช้ือ S. agalactiae ซ่ึงจะเปนประโยชนในการนํามาพัฒนาวธีิการ
รักษาโรค Streptococcosis ในปลานิลโดยไมใชยาตานจลุชีพ 

 
Output ท่ีไดจากโครงการ 

1. ไดขอมูลสถานะของความไวตอยาตานจุลชีพของเช้ือ S. agalactiae ในปลานิล 
2. ไดขอมูลสายพันธุปลานิลท่ีมีอัตรารอดตายดีท่ีสุดจากการติดเช้ือ S. agalactiae  
3. ไดขอมูลรูปแบบการตอบสนองของยีนสามชนิดไดแก IL-1ß, Hepcidin และ NCCRP-1 ใน

ปลานิลสามสายพันธุตอการติดเช้ือ S. agalactiae  



4. ไดขอมูลเบ้ืองตนของแนวทางการตอบสนองในระบบภมิูคุมกันของปลานิลตอเช้ือ S. 
agalactiae  
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