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บทคัดย่อ 
การทดสอบความต้านทานโรคและการค้นหายีนท่ีมีความสัมพันธ์กับความต้านทานโรค              

สเตรปโตคอคโคซิสในปลานิล ในปลาชดุท่ี 1 ทดสอบความรุนแรงของเชือ้ Streptococcus agalactiae  โดย

ฉีดเชือ้เข้ากล้ามเนือ้ปลานิลขนาดนํา้หนกัเฉล่ีย 8.564.37 กรัม พบว่าจํานวนแบคทีเรีย 2.43x104 CFU/ml 
ทําให้ประชากรปลานิลท่ีใช้ในการทดสอบตายร้อยละ 50 (LD50) ในระยะเวลา 14 วนั ในปลาชดุท่ี 2 ทดสอบ

การต้านทานโรค โดยฉีดเชือ้ท่ีระดบัความเข้มข้น 2.43x104 CFU/ml ท่ีปลาขนาดนํา้หนกัเฉล่ีย  9.748.16 
กรัม จํานวน 8 แหลง่ๆ ละ 100 ตวั สงัเกตอาการของปลาทดลองเป็นเวลา 14 วนั  พบวา่ ปลานิลท่ีมาจากแหลง่

ตา่งกนัมีอตัรารอดตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P0.05) คือ ปลานิลจากฟาร์ม TF1, TF5, TF2, TF6, 

TF3, TF4, TF7 และ TF8 มีอตัรารอดเทา่กบั 82.800.38 %, 77.400.42 %, 76.000.43 %, 68.400.48 

%, 61.000.49 %, 31.000.47 %, 16.800.38 % และ 10.100.30 % ตามลําดบั จากนัน้จึงนําตวัอย่าง
ปลาท่ีได้จากการทดลองชุดนีไ้ปตรวจหายีนท่ีมีความสมัพันธ์กับความต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิสด้วย
เทคนิค PCR-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) โดยเลือกกลุม่ท่ีมีอตัรารอดตายมาก
ท่ีสดุ 2 แหลง่  และมีอตัรารอดตายน้อยท่ีสดุ 2 แหลง่ ทัง้หมด 40 ตวัอย่าง นําตวัอย่างมาสกดั genomic DNA 
แล้วทําปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัไพรเมอร์จําเพาะของยีนในระบบภมิูคุ้มกนั พบว่า PCR product ของยีน 11 ชนิด 

ได้แก่ BPI/LBP, TCR, MHC class II, NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR, IL8, 
granzyme และ hepcidine มีขนาดเท่ากบั 121, 148, 207, 207, 209, 300, 395, 407, 408, 447 และ 488    
คูเ่บส ตามลําดบั  และเม่ือนํามาตรวจสอบด้วยเทคนิค single strand conformation polymorphism (SSCP) 

พบว่ารูปแบบแถบดีเอ็นเอระหว่างปลากลุม่ตายและกลุม่รอดตายของยีน  BPI/LBP, TCR, MHC class II, 

NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR, IL8 และ hepcidine ไม่มีความแตกตา่งกนั  แตพ่บ
ความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในยีน granzyme การศกึษาครัง้นี ้คาดว่า granzyme เป็นยีนท่ีมีความสมัพนัธ์

ความต้านทานโรคและการค้นหายีนที่มีความสัมพนัธ์ 
กับความต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซสิในปลานิล 
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กับการต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิสในปลานิล และระดบัความต้านทานโรคจะแตกต่างกันไปตามกลุ่ม
ประชากร  
คาํสาํคัญ: ปลานิล  โรคสเตรปโตคอคโคซิส  ความต้านทานโรค ยีน 
 

Abstract 
Streptococcosis resistance in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) was tested by 

intramuscular injection of Streptococcus agalactiae into 8.56 4.37 g fish. Fish mortality was 
counted 14 days after injection. The LD50 was obtained at 2.43x104 CFU/ml.  The bacteria at the 

concentration of 2.43x104 CFU/ml was then injected into the fish of an average weight of 9.748.16 
g. The tested fish were obtained from 8 different stations each of 100 fishes. The result showed that 
fish of different sources exhibited different degree of disease resistance in term survival rate 

(P0.05). The survival rates were observed at 82.800.38 %, 77.400.42 %, 76.000.43 %, 

68.400.48 %, 61.000.49 %, 31.000.47 %, 16.800.38 % and 10.100.30 %    in fish from 
stations TF1, TF5, TF2, TF6, TF3, TF4, TF7 and TF8, respectively. Gene related to diseases 
resistance by PCR-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) was then investigated 
using the experimental fish from the previous study. A total of 40 fishes from the stations of 2 
highest mortalities and 2 highest survival rates were used for genomic DNA extraction. The genomic 
DNA was then extracted and subjected to polymerase chain reaction (PCR) using specific primers 
of the immune genes. The PCR products of 11 immune genes were observed including BPI/LBP, 
TCR , MHC class II , NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR , IL8, granzyme and 
hepcidine with the sizes of  121, 148, 207, 207, 209, 300, 395, 407, 408, 447 and 488 base pairs, 
respectively. The differences of DNA band were examined on nondenaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) using single strand conformation polymorphism (SSCP) technique. It was 
found that bands of 10 genes showed no difference in pattern including BPI/LBP, TCR , MHC 
class II , NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR , IL8 and hepcidine. But the pattern of 
granzyme gene showed different bands. Granzyme gene may be related to streptococcosis 
resistance in Nile tilapia.  Disease resistance to streptococcosis of the fish varies according among 
population. 
Keywords: Nile tilapia, streptococcosis disease, disease resistance, gene  
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คาํนํา 
ปัจจุบันปลานิลเป็นปลานํา้จืดท่ีมีความสําคัญท่ีสุดต่อเศรษฐกิจของประเทศไทยโดยในปี 2554             

มีปริมาณการสง่ออก 11,911 ตนั มลูคา่ 748 ล้านบาท (Fishco, 2013: online) ซึง่มีมลูคา่มากท่ีสดุถ้าเทียบกบั
สตัว์นํา้จืดชนิดอ่ืน เน่ืองจากปลานิลเป็นปลาท่ีเลีย้งง่าย ขยายพนัธุ์รวดเร็ว เป็นท่ีต้องการของตลาด ประกอบ
กบัหน่วยงานทัง้ภาครัฐและเอกชนมีการส่งเสริม พฒันาระบบการเลีย้ง รวมทัง้ปรับปรุงสายพนัธุ์อย่างตอ่เน่ือง 
จนปัจจุบนัเกษตรกรให้ความสนใจเพาะเลีย้งปลานิลเป็นอาชีพหลกักันเป็นจํานวนมากจนกลายเป็นสตัว์นํา้
เศรษฐกิจ เม่ือการเลีย้งปลานิลมีการขยายตวัเพิ่มมากขึน้พร้อมๆ  กบัการเพิ่มกําลงัการผลิตของเกษตรกรจึง
ส่งผลถึงสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ทําให้ปลานิลเกิดความเครียด อ่อนแอ และติดเชือ้ได้ง่ายขึน้ โดย 
Kitancharoen et al. (2003) รายงานว่าตัง้แต่ปี 2543 ประเทศไทยต้องพบกับปัญหาการระบาดของโรค  
สเตรปโตคอคโคซิส (Streptococcosis) อย่างต่อเน่ือง ทําให้เกิดความเสียหายในการเลีย้งปลานิลอย่างมาก  
ซึ่งโรคสเตรปโตคอคโคซิสเป็นโรคท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก โดยปลาท่ีติดเชือ้จะแสดงอาการว่ายนํา้   
ไร้ทิศทาง ตาโปน ตามีสีขาวขุ่นเพียงข้างเดียวหรือทัง้สองข้าง สีตวัเข้ม ตกเลือดบริเวณแผ่นปิดเหงือกและ   
ฐานครีบ และทยอยตายในท่ีสดุ  ซึง่ปัจจบุนัยงัไม่มีวิธีการรักษาโรคได้อยา่งมีประสทิธิภาพเพียงพอ  

การตอบสนองทางภมิูคุ้มกนัของปลาเกิดจากกลไกและกิจกรรมตา่งๆ มากมายรวมทัง้การทํางานของ
ยีนในระบบภมิูคุ้มกนั เช่น ยีน BPI/LBP ซึ่งเป็น antimicrobial peptide สามารถกําจดัได้ทัง้แบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบ (Nam  et al., 2010) ยีน TCR และ TCR เป็นกลุม่ของโปรตีนบนผิวของ T cell ทําหน้าท่ี
ในการจดจําและจบักบัแอนติเจน (Miracle et al., 2001) ยีน MHC class II เป็นยีนท่ีแสดงความเป็น
แอนตเิจน ทําให้ helper T cells สามารถจดจําหรือแยกแอนติเจนแปลกปลอมได้ (Yu et al., 2010) ยีน NOD1 
เป็น cytoplasmic pattern recognition receptor (PRR) สามารถจบัได้ทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและลบ      
(Park  et al., 2012 ) ยีน transferrin ช่วยลดการติดเชือ้ กระตุ้นการทํางานของแมกโครฟาจ (macrophage) 
ยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Sahoo et al., 2009) ยีน IgM heavy chain ทําหน้าท่ีในการจดจําเซลล์
สิ่งแปลกปลอมอย่างจําเพาะเจาะจงและก่อให้เกิดผลในการทําลายแอนติเจนนัน้ (Cui et al., 2010) ยีน CD8 
หรือ killer cells  มีหน้าท่ีทําลายเซลล์ท่ีผิดปกติหรือเซลล์ท่ีติดเชือ้จลุชีพ (Toda et al., 2011) ยีน IL8 กระตุ้น
การทํางานของ neutrophil T-lymphocyte และ basophil (Wangkahart et al., 2008) ยีน granzyme ถกู
สร้างมาจาก cytotoxic T lymphocyte เม่ือ cytotoxic T lymphocyte พบว่าเซลล์มีความผิดปกติ หรือเซลล์นัน้
เป็นสิ่งแปลกปลอมก็จะปล่อยเอนไซม์ท่ีช่ือว่า perforin และ granzyme มากําจัดสิ่งแปลกปลอม โดย 

granzyme ก็จะแพร่เข้าไปในเซลล์และกระตุ้ นให้เกิดการทําลายเซลล์ในกระบวนการ apoptosis      
(Zelinskyy et al., 2004) และยีน hepcidine เป็น antimicrobial peptide  ซึง่เป็นโปรตีนท่ีมีหน้าท่ีสําคญัใน
การกําจดัสิง่แปลกปลอมท่ีเข้าสูร่่างกาย มีการหลัง่ออกมาจากตบัในขณะท่ีมีการอกัเสบ (Hsieh et al., 2010)  

เทคนิค PCR-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) เป็นการตรวจหา               
โพลีมอร์ฟิซึมจากดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และเป็นเทคนิคท่ีสามารถเห็นความแตกต่างจาก
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ลําดบัเบสท่ีต่างกันเพียงเบสตวัใดตวัหนึ่งภายในชิน้ดีเอ็นเอ การศึกษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบระดบั
ความรุนแรงของเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ทดสอบความสามารถในการต้านทานโรคในกลุม่ประชากรของ
ปลา และเพ่ือค้นหายีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัความต้านทานโรคชนิดนี ้

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. การเตรียมปลาทดลอง 
นําปลานิลท่ีปลอดจากการติดเชือ้ S. agalactiae นํา้หนกัประมาณ 10 กรัม จากหน่วยงานสงักดั   

กรมประมงและฟาร์มปลาเอกชนจํานวน 8 ชดุ ได้แก่ ปลานิลจากจงัหวดัอยธุยา (TF1, TF2) ปทมุธานี (TF3) 

เพชรบรีุ (TF4) อตุรดิตถ์ (TF5) บรีุรัมย์ (TF6) และชมุพร (TF7, TF8) เลีย้งในกระชงัขนาด 1.5  3.0 เมตร     
ซึง่แขวนกระชงัไว้ในบ่อดิน โดยก่อนท่ีจะนําปลามาทดสอบ จะย้ายปลาจากกระชงัมาเลีย้งไว้ในตู้ทดลองขนาด 
30 ลติร เพ่ือปรับให้ปลาคุ้นเคยกบัสภาพการทดลองเป็นเวลา 7 วนั โดยให้อาหารเม็ดสําเร็จรูปวนัละ 2 ครัง้ 
2. การยืนยันชนิดของเชือ้ S. agalactiae  

นําเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae บริสทุธ์ิสายพนัธุ์ ST36 ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัสขุภาพ
สตัว์นํา้ คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ มาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ Blood Agar บ่มท่ี
อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส  นาน 18-24 ชัว่โมง เพ่ือทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้โดยการนําโคโลนีจากจานเพาะเชือ้มาย้อมสีแกรม และศกึษาลกัษณะ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กําลงัขยาย 1000 เท่า นําเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae มาตรวจสอบยีนด้วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกบัเชือ้ S. agalactiae คือ F1 (5'-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3') 
และ IMOD (5'-ACCAACATGTGT TAATTACTC-3') (Martinez  et al., 2001) 
3. การเตรียมเชือ้ S. agalactiae 

เหน่ียวนําความรุนแรงของเชือ้โดยการเลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic soy agar (TSA) และบ่มท่ี
อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา18-24 ชัว่โมง นํามาละลายในนํา้ท่ีมีเกลือผสมอยู่ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มี
ค่าการดดูกลืนแสง (OD) เท่ากบั 0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แล้วฉีดเชือ้เข้าสู่ตวัปลานิลบริเวณ
กล้ามเนือ้ (intramuscular injection) ใต้โคนครีบหลงั และทําการแยกเชือ้จากปลาท่ีตายนํามาเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเชือ้ชนิดเดียวกัน จากนัน้ฉีดกลบัเข้าสู่ตวัปลาใหม่อีก 2 ครัง้ แล้วนําเชือ้ท่ีได้ครัง้สดุท้ายละลายด้วย
นํา้เกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มีคา่การดดูกลืนแสงเท่ากบั 0.1 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร นําเชือ้เร่ิมต้นท่ี
ได้มาเจือจางให้ลดลง 10 เท่า (ten-fold serial dilution) แล้วคํานวณหาจํานวนเซลล์ตอ่ 1 มิลลิลิตร โดยวิธี 
drop plating techniques (Collins and Lyne, 1976)   
4. การทดสอบความรุนแรงของเชือ้ S. agalactiae ที่ทาํให้ปลาตายคร่ึงหน่ึง (LD50) 

นําเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae บริสทุธ์ิท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA มาละลายในนํา้เกลือปลอด
เชือ้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้ได้ความเข้มข้นตัง้แต ่ 102 – 107 CFU/ml ในแตล่ะระดบัความเข้มข้นนําไปฉีดเข้าทาง
กล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงัของปลานิลในปริมาณท่ีเทา่กนัทกุกลุม่ คือ 0.2 มิลลลิติร/ตวั รวมทัง้กลุม่ควบคมุฉีด
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ด้วยนํา้เกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้นละ 3 ซํา้ๆ ละ 10 ตวั ทดสอบกบัปลานิลท่ีมีนํา้หนกัเฉล่ีย8.564.37 
กรัม ในตู้กระจกขนาด 30 ลติร บนัทกึข้อมลูการตายของปลาแตล่ะวนั และนําข้อมลูมาคํานวณหาคา่ LD50     
ท่ีระยะเวลา 14 วนั ตามวิธีของ Reed and Muench (1938)  
5. การทดสอบความต้านทานโรคของปลานิล 8 แหล่ง 

นําปลานิลชดุละ 100 ตวั ท่ีมีนํา้หนกัเฉล่ีย 9.748.16 กรัม ฉีดเชือ้ท่ีระดบัความเข้มข้น LD50 เข้าทาง
กล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั ตวัละ 0.2 มิลลิลิตร สงัเกตอาการของปลาทดลองเป็นเวลา 14 วนั โดยปลาตวัท่ีตาย
ทกุตวัจะบนัทึกวนัท่ีตาย ชัง่นํา้หนกั และเก็บตวัอย่างไว้ท่ีอุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส ส่วนปลาตวัท่ีรอดตาย
หลงัจากฉีดเชือ้ 14 วนั นําไปแช่ในนํา้แข็งเพ่ือทําให้ตายแบบไม่ทรมาน ทําการชัง่นํา้หนกั เก็บเนือ้เย่ือสมองของ
ปลาท่ีตายและรอดตายจากการทดลองนํามาสกดัดีเอ็นเอเพ่ือวิเคราะห์การตดิเชือ้ 
6.  การค้นหายีนที่มีความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิสด้วยเทคนิค PCR-SSCP 

ใช้ปลาจากแหลง่ท่ีมีอตัรารอดตายมากท่ีสดุ 2 แหลง่  และมีอตัรารอดตายน้อยท่ีสดุ 2 แหล่ง โดยใน
ปลาแต่ละแหล่งแบ่งเป็นปลาตายและปลารอดตายอย่างละ 10 ตวัอย่าง โดยเก็บเนือ้เย่ือสมองนํามาสกัด 
genomic DNA ด้วยวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Wuthisuthimethavee (1999) ทําการยืนยนัการติดเชือ้               
S. agalactiae  ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ F1 และ IMOD  (Martinez et al., 2001) และใช้เทคนิค 
DNA pooling เพ่ือลดจํานวนตวัอย่างโดยใช้  genomic DNA ของปลานิล 5 ตวัอย่าง รวมเป็น 1 pool แล้ว
นํามาทําปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัไพรเมอร์จําเพาะของยีนในระบบภมิูคุ้มกนัของปลานิล (Table 1) และนําผลผลิต
พีซีอาร์มาตรวจสอบด้วยเทคนิค single strand conformation polymorphism (SSCP) โดยดคูวามแตกตา่ง
ของแถบดีเอ็นเอบน nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ท่ีอุณหภูมิ                    
4 องศาเซลเซียส และย้อมเจลด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรต 
 
Table 1 Primers of immune genes 

Gene Primer sequences (5        3)  Product size (bp) References 

BPI/LBP GACCGTCAACGTGATGGCCCCGGT 
CTTTGTTGGCCTCTATGCTGGAGAG 

121 Caipang et al., 2008 

TCR TCATCAAAATCCAGGAAAACCTCCAGA 
CAGTCGCTGCAGCAGAGGAGAT 

148 Taylor et al., 2005 

NOD1 CCTTACACCCTGACCCCACC 
CTTTTTCCCCCCTCTCTCTTTC 

207 Li  et al.,2012 

Granzyme  ACGTCGCTGATACCTGTCAAG 
ATGTGGTGGACTAGCCAAGTG 

447 Janganan  et al., 2009  
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Table 1 Primers of immune genes (continue) 
Gene Primer sequences (5        3)  Product size (bp) References 

Hepcidine  CGTTCAGTGTTGCAGTTGCAG 
GCAGCAAACTCCACAGATACC 

488 Baoprasertkul et al.,  
2009  

MHC 
class II 

ATCTCGGGTGATCCTCCTCT 
TGGCAAGTTAGAAGGGATGG 

207 GenBank access no. 
JN967618.1 

Transferrin TACCGAAGGTAACGGTCCAG 
GATGCGGACCACCTTACTGT 

209 GenBank access no. 
DQ272465.1 

IgMheavy 
chain 

CCACTGGCCTGAAAGAGAAG 
TTTTTATTTTCCGCCGTGAC 

300 GenBank access no. 
GQ871499.1 

CD8 beta 
chain 

ATCAGCCCTGAGAGCAGTGT 
CCCAGGATCATAGTGGATGG 

395 GenBank access 
no.XM003450386.1 

TCR ATCACCAGCAGGCTGAGAGT 
CACGCTGTAGACGACCTTGA 

407 GenBank access no. 
HM162889.1 

IL8 TTTAGCGCTTCAGGCTTCAT 
GTGGGAGTTGGGAAGAATCA 

408 GenBank access no. 
GQ355864.1 

 
7. การวเิคราะห์ทางสถติ ิ
 วิเคราะห์ความแปรปรวนของคา่เฉล่ียด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธี Duncan‘ s 
New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

ผลการวิจัย 
1. การทดสอบความรุนแรงของเชือ้ S. agalactiae ที่ทาํให้ปลาตายคร่ึงหน่ึง (LD50) 
 จากการยืนยนัชนิดของเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ตามลกัษณะสณัฐานวิทยา และการเตรียมเชือ้ 
พบว่า เชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae มีลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาวครีม กลมนนู ขอบเรียบ โคโลนีมีขนาด 0.5 - 1 
มิลลิเมตร สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ โดยจะเกิดวงใสรอบโคโลนี และเม่ือนํามาย้อมแกรมพบว่าติดสี
นํา้เงินอมม่วงของสีคริสตลัไวโอเลต ซึ่งเป็นสีแกรมบวก โดยเซลล์มีลกัษณะกลมมีทัง้ท่ีอยู่เป็นเซลล์เด่ียวๆ อยู่
เป็นคู่ แต่ส่วนใหญ่มักต่อกันเป็นสายโซ่สัน้ๆ  เ ม่ือคํานวณหาจํานวนเซลล์พบว่าเชื อ้มีความเข้มข้น               

4.84  107 CFU/ml และจากการตรวจเพ่ือยืนยนัชนิดของเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ด้วยเทคนิคพีซีอาร์    
ได้ PCR product ท่ี 220 คูเ่บส และผลการวิเคราะห์ปริมาณของเชือ้ท่ีทําให้ปลานิลตายร้อยละ 50 (LD50)       
ท่ีระยะเวลา 14 วนั มีคา่เทา่กบั 2.43 x 104 CFU/ml  
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2. การทดสอบความต้านทานโรคของปลานิล 8 แหล่ง 
 จากการทดสอบความต้านทานโรค ตอ่เชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีระดบัความเข้มข้น 2.43 x 104 
CFU/ml ของปลานิล 8 แหลง่คือ TF1, TF2, TF3, TF4, TF5, TF6, TF7 และ TF8 พบว่า อตัรารอดเฉล่ียมีคา่

เท่ากบั 82.800.38, 76.000.43, 61.000.49, 31.000.47, 77.400.42, 68.400.48, 16.800.38 

และ 10.100.30 % ตามลําดบั (P0.05) ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า สามารถแบ่งอตัรารอดของปลานิล
ออกเป็น 2 กลุม่ คือกลุม่ท่ีมีอตัรารอดมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ปลานิลชดุ TF1, TF2, TF3, TF5 และ TF6 
และกลุม่ท่ีมีอตัรารอดน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ปลานิลชดุ TF4, TF7 และ TF8 และยงัพบว่านํา้หนกัตวัมี

ผลต่ออตัราการรอดอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P0.05) โดยนํา้หนกัเฉล่ียปลานิลกลุ่มตายและรอดตายมีค่า

เทา่กบั 7.0113.35 กรัม และ11.612.94 กรัม ตามลําดบั (Table 2) 
 
Table 2 Survival rates of Nile tilapia (obtained from different sources) after 14 days of injection with  
               2.43 x 104 CFU/ml Streptococcus agalactiae. 

Source Survival rate (%) Average weight of  
dead fish (g) 

Average weight of 
surviving fish (g) 

TF1 82.800.38a 5.104.72a 10.650.92a 
TF2   76.000.43ab 7.395.69ab 11.291.90a 
TF3 61.000.49b 6.602.86ab 11.153.95a 
TF4 31.000.47c 7.171.35ab 10.341.14a 
TF5   77.400.42ab 7.203.95ab 10.061.05a 
TF6  68.400.48ab 7.072.89ab 10.772.54a 
TF7 16.800.38cd 8.590.78b 14.152.13b 
TF8 10.100.30d 6.981.35ab 14.514.37b 

Average - 7.0113.35 11.612.94 
Note: Different letters within columns (a, b, c, d) show significant statistical differences (p<0.05) 

 
3.  การค้นหายีนระบบภมูิคุ้มกันที่มีความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิส 
  จากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์จําเพาะของยีนในระบบภมิูคุ้มกนั พบ PCR product ของ
ยีน BPI/LBP, TCR, MHC class II, NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR, IL8, granzyme 
และ hepcidine ขนาด 121, 148, 207, 207, 209, 300, 395, 407, 408, 447 และ 488 คูเ่บส ตามลําดบั   
และเม่ือนํามาตรวจสอบด้วยเทคนิค SSCP เพ่ือดคูวามแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอระหวา่งกลุม่ปลาตายและกลุม่
ปลารอดตายบน nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) พบว่าแถบดีเอ็นเอของยีน 
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BPI/LBP, TCR, MHC class II, NOD1, transferrin, IgM heavy chain, CD8, TCR, IL8 และ 
hepcidine ไม่มีความแตกตา่งกนั  แตพ่บความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในยีน granzyme (Figure 1) 
 
         M 

  
(a)                                                                     (b) 

Figure 1 (a) PCR product of granzyme gene in 1% agarose gel with the size of 447 bp.    
                    (M = 100 bp DNA ladder ) 

 (b) DNA patterns of granzyme gene of surviving group and dead group on nondenaturing  
       polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).  

 
สรุปและวิจารณ์ผล 

1. การทดสอบความรุนแรงของเชือ้ S. agalactiae ที่ทาํให้ปลาตายคร่ึงหน่ึง (LD50) 
  ผลการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ในครัง้นีส้อดคล้องกบัข้อมลู
ของ Inglis et al. (1993) ท่ีระบวุ่าเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae มีลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาวครีม กลมนนู     
ขอบเรียบ โคโลนีมีขนาด 0.5-1 มิลลิเมตร อีกทัง้เชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นีจ้ดัอยู่ใน
กลุม่ beta-haemolytic streptococci เน่ืองจากสามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบรูณ์ สว่นคา่ LD50 
จากผลการทดลองครัง้นีมี้คา่เท่ากบั 2.43x104 CFU/ ml ใกล้เคียงกบัรายงานของ Wanman (2004) ท่ีรายงาน

ว่าคา่ LD50 ของปลากะพงขาวนํา้หนกัเฉล่ีย 4.971.24 กรัม ท่ีระยะเวลา 14 วนั โดยการฉีดเข้าช่องท้อง มีคา่
เท่ากบั 1.937x103 CFU/ml  นอกจากนี ้Amal et al. (2008) พบว่าคา่ LD50 ของเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae 

ท่ีส่งผลให้ปลานิลแดงและปลานิล GIFT ท่ีมีนํา้หนกั 85-100  กรัม ตายภายใน 24 ชัว่โมง คือ  3.01010 

CFU/ml และ 3.0107 CFU/ml ตามลําดบั Patterson  et al. (2012) พบว่าจากการฉีดเชือ้แบคทีเรีย           
S. agalactiae เข้าช่องท้องของปลาม้าลายมีคา่ LD50 เท่ากบั 102 CFU/ml  ในขณะท่ีการฉีดเชือ้เข้ากล้ามเนือ้
มีคา่ LD50 เทา่กบั 104 CFU/ml  ซึง่ความเข้มข้นของเชือ้ท่ีใช้ฉีดเข้าช่องท้องมกัมีคา่ต่ํากว่าท่ีใช้ฉีดเข้ากล้ามเนือ้ 
อาจเป็นเพราะว่าการฉีดเชือ้เข้าช่องท้องจะทําให้เชือ้ไปสู่อวัยวะเป้าหมายได้รวดเร็วกว่าการฉีดเชือ้เข้า
กล้ามเนือ้  

        surviving group                dead group              surviving group              dead group 

500 
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  การศกึษาในครัง้นีพ้บวา่เม่ือฉีดเชือ้ในความเข้มข้น 2.43x104 CFU/ml เข้าทางกล้ามเนือ้ให้กบัปลานิล

ท่ีมีนํา้หนกัเฉล่ีย 9.748.16 กรัม พบว่านํา้หนกัเฉล่ียของปลานิลกลุม่ตายมีคา่น้อยกว่าปลานิลกลุม่รอดตาย 
ชีใ้ห้เห็นวา่ปลาท่ีมีขนาดใหญ่กวา่มีความสามารถในการต้านทานตอ่เชือ้โรคได้ดีกว่าปลาท่ีมีขนาดเล็กซึง่มีอายุ
เทา่กนั สอดคล้องกบัรายงานของ John and Larry (2011: online)  ท่ีพบว่าปลาท่ีมีขนาดเล็กหรือปลา วยัอ่อน
จะได้รับผลกระทบจากเชือ้โรคมากกวา่ปลาท่ีมีขนาดใหญ่หรือโตเตม็วยั ความรุนแรงของเชือ้อาจเกิดจากปัจจยั
หลายอยา่ง ในการศกึษาของ Suanyuk et al. (2005) โดยการฉีดเชือ้แบคทีเรีย S. agalactiae เข้าช่องท้องของ

ปลานิลแดงแปลงเพศ ท่ีมีนํา้หนกัเฉล่ีย 89.5418.12 กรัม จํานวน  4 ไอโซเลต พบว่าเชือ้บริสทุธ์ิท่ีมีความ
รุนแรงสงูท่ีสดุมีค่า LD50 ท่ี 10 วนั เท่ากบั  36 CFU/ml ส่วนเชือ้บริสทุธ์ิท่ีมีความรุนแรงน้อยท่ีสดุมีค่าเท่ากบั  
1.2x107 CFU/ml ซึง่ความรุนแรงของเชือ้ท่ีแตกตา่งกนัอาจเกิดจากชนิดและขนาดของปลาทดลองท่ีแตกตา่งกนั 
และความรุนแรงของเชือ้แตล่ะไอโซเลตท่ีแตกตา่งกนัอาจเกิดจากช่วงเวลาในการเก็บตวัอยา่งเชือ้ รวมถึงอวยัวะ
ท่ีแยกเชือ้ได้แตกตา่งกนัจงึสง่ผลถึงความรุนแรงของเชือ้ท่ีแตกตา่งกนัด้วย 
2. การทดสอบความต้านทานโรคของปลานิลต่างกลุ่มประชากร 
 การศึกษาครัง้นีพ้บความแตกต่างของอัตรารอดอย่างมีนัยสําคญัระหว่างปลาจากกลุ่มประชากรท่ี

ต่างกัน คืออัตรารอดตัง้แต่สูงสุด 82.800.38 เปอร์เซ็นต์ (จากจังหวัดอยุธยา) ถึงต่ําสุด 10.100.30 

เปอร์เซ็นต์ (จากจงัหวดัชุมพร)  ชีใ้ห้เห็นว่าปลานิลท่ีเลีย้งในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ี
เก่ียวข้องกับการต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิส อย่างไรก็ตามการศึกษาครัง้นีไ้ม่อาจบอกได้ว่าปลานิลจาก
แหลง่ใดมีความต้านทานโรคได้ดีกว่าแหล่งใดเพราะแหลง่ท่ีมาไม่ได้เป็นตวักําหนดกลุม่ประชากร ลกัษณะของ
ปลาท่ีตายส่วนใหญ่มีอาการคือ ลําตวัมีสีดําคลํา้ เคล่ือนท่ีช้า หรือลอยตวัน่ิงบริเวณพืน้ของตู้ทดลอง ตกเลือด
บริเวณแผ่นปิดเหงือก และมีอตัราการตายมากท่ีสดุระหว่างวนัท่ี 1 - 3 หลงัจากการฉีดเชือ้ซึง่ถือเป็นลกัษณะ
การตายอยา่งเฉียบพลนั (Acute) แม้วา่ปลานิลบางตวัจะไม่แสดงอาการป่วยภายนอกซึง่สอดคล้องกบัรายงาน
ของ  Rasheed et al. (1984) ท่ีพบว่าเชือ้ Streptococcus sp. ทําให้ปลาบลุมินเนาบางตวัตายโดยไม่แสดง
อาการภายนอก  
3.  การค้นหายีนระบบภมูิคุ้มกันที่มีความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิส 

จากการทดสอบด้วยเทคนิค SSCP พบความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอในยีน granzyme เพียงยีนเดียว 
โดยแถบดีเอ็นเอในปลากลุ่มท่ีรอดตายและปลาตายแตกต่างกันชัดเจนแสดงว่าปลากลุ่มท่ีรอดตายมีการ
เปล่ียนแปลงของลําดบัเบสซึ่งแตกต่างไปจากปลากลุ่มตาย แต่ไม่สามารถระบไุด้ว่าเกิดความแตกต่างขึน้ตรง
ตําแหน่งใด ดงันัน้จึงควรมีการหาลําดบัเบสของปลาทัง้  2 กลุม่ แล้วนํามาเปรียบเทียบกนัเพ่ือหาตําแหน่งท่ีมี
การเปล่ียนแปลงลําดบัเบส และจากผลการทดสอบด้วยเทคนิค SSCP มกัจะพบว่าแถบดีเอ็นเอปรากฏเป็น     
2 แถบ ซึง่เป็นโฮโมไซกสั (homozygous) หรือ 4 แถบ ซึง่เป็นเฮเทอโรไซกสั (heterozygous) (Barroso et al., 
1998) การศกึษาครัง้นีค้าดได้ว่า granzyme เป็นยีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัการต้านทานโรคสเตรปโตคอคโคซิส
ในปลานิล   
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