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บทคัดยอ 

 

 วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ เพ่ือศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อ

แบคทีเรียกอโรคสําคัญ 3 ชนิด ในปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชังในแมน้ําตาป โดยในการทดลองจะทําการเก็บ

ตัวอยางปลานิลท่ีคาดวาติดเชื้อไวรัส TiLV จากกระชังปลานิลในแมน้ําตาปท่ีเคยมีประวัติตรวจพบเชื้อ TiLV 

จากนั้นนําปลานิลไปพิสูจนวามีการติดเชื้อไวรัส TiLV จริงดวยวิธี Nested RT-PCR แลวจึงนําเฉพาะปลา

นิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV จริงไปตรวจสอบการติดเชื้อรวมกับแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ S. agalactiae, A. 

hydrophila และ F. columnare ดวยวิธีพีซีอาร จากการทดลองพบวา มีปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV 10 

ตัว จากตัวอยางท้ังหมด 22 ตัว และเม่ือนําท้ัง 10 ตัว ไปตรวจสอบหาเชื้อ S. agalactiae, A. hydrophila 

และ F. columnare ในไต พบวา มีการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย A. 

hydrophila 1 ตัว คิดเปน 10% และมีการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 2 ตัว คิดเปน 20%  

 

คําสําคัญ: แบคทีเรีย การติดเชื้อรวม ปลานิล ทีไอแอลวี 
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Abstract 

 

The purpose of this research is to study the natural co-infection of TiLV virus and 3 

important pathogenic bacteria in Nile tilapia raised in floating cages in Tapi River. In the 

experiment, the samples of Nile tilapia that are expected to be infected with the TiLV 

virus from the tilapia cage in the Tapi River that had a history of TiLV infection were 

collected. Nile tilapia was tested for true TiLV infection by Nested RT-PCR. Then, only the 

Nile tilapia infected TiLV virus was examined in co-infection with 3 pathogenic bacteria, S. 

agalactiae, A. hydrophila and F. columnare by PCR. The experiment found that from all 

22 samples, there were 10 Nile tilapia that infected with TiLV virus. When all 10 infected 

Nile tilapia were examined for S. agalactiae, A. hydrophila, and F. columnare infection in 

the kidneys. It was found that 1 fish have the natural co-infection of TiLV viruses and the 

bacteria A. hydrophila, equivalent to 10% . And 2 fish have a natural co-infection of TiLV 

viruses and other bacteria that not S. agalactiae, A. hydrophila and F. columnare, 

equivalent to 20%. 
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รูปท่ี หนา 

  1   ปลานิล Oreochromis niloticus    3 

 2   ลักษณะภายนอกของปลานิลท่ีติดเชื้อ A. hydrophila (a) ตาขุนมัว  6 

   (b) บาดแผลท่ีผิวหนัง (c) การตกเลือดบนผิวหนัง (d) เกล็ดหลุดรอน  

3   ลูกปลานิลหางกรอนจากการติดเชื้อแบคทีเรียฟลาโวแบคทีเรียม 6 

  4   ปลานิลมีตาโปนขุนขาว เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส 7 

5   ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 11 

6   ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 6 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 11  

  7   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอของปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี PCR 12 

  8   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว  13 

 ดวยวิธี PCR     

  9   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว   14 

 ดวยวิธี PCR 

 10 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ   15 

  F. columnare ในไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี PCR    
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บทนํา 

 

 

ปลานิลเปนสัตวเศรษฐกิจท่ีสําคัญของไทย เปนปลาน้ําจืดท่ีมีผลผลิตเปนอันดับหนึ่งของประเทศ

ไทย (กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ํา, 2560) ในชวงเดือน ม.ค.-ต.ค. ป 2559 ไทยสงออกปลานิลและ

ผลิตภัณฑเก่ียวกับปลานิลสูงถึง 6,903.4 ตัน คิดเปนมูลคา 518.6 ลานบาท ซ่ึงปริมาณลดลงกวาชวง

เดียวกันของปกอนถึง 16.2 เปอรเซ็นต (เกวลิน, 2559) หนึ่งในสาเหตุสําคัญท่ีทําใหปริมาณของปลานิล

ลดลงคือการเกิดโรคระบาด Tilapia lake virus (TiLV) เปนเชื้อไวรัสท่ีอยูในตระกูล Orthomyxovirus 

โดยมีรายงานการระบาดของ TiLV ในปลานิลครั้งแรกในประเทศอิสราเอล เอกวาดอร โคลัมเบีย และอียิปต 

ในป 2014 (Ferguson et al., 2014; Eyngor et al., 2014) และเริ่มมีรายงานการแพรระบาดของ TiLV 

ในประเทศไทยครั้งแรกในป 2015 โดยพบในฟารมพ้ืนท่ีภาคกลาง ภาคตะวันตก ตะวันออก และ

ตะวันออกเฉียงเหนือของไทย อัตราการตายของปลาท่ีติดเชื้อสูงถึง 90% (Surachetpong et al., 2017) 

สรางความเสียหายใหกับเกษตรกรและประเทศไทยเปนอยางมาก 

อยางไรก็ตาม การติดเชื้อไวรัสหลายชนิด มักเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียและปรสิตรวมดวย จึงทําให

ปลาท่ีปวยมีอัตราการตายสูง แบคทีเรียกอโรคสําคัญท่ีสรางความเสียหายอยางมากใหแกเกษตรกรผูเลี้ยง

ป ล า นิ ล  ได แ ก  Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila แ ล ะ  Flavobacterium 

columnare นอกจากนี้การติดเชื้อแบคทีเรียเหลานี้ยังทําใหปลามีลักษณะอาการภายนอกคลายกันกับการ

ติดเชื้อ TiLV การตรวจสอบพบวาปลามีการติดเชื้อ TiLV ไมไดหมายความวาการตายท่ีเกิดข้ึนมาจากไวรัส

เพียงอยางเดียว แตอาจเกิดจากการติดเชื้อรวมกันกับแบคทีเรียอีกหนึ่งชนิด หรือมากกวาหนึ่งชนิดในเวลา

เดียวกัน สงผลใหสุดทายอัตราการตายของปลาสูงมาก 

งานวิจัยชิ้นนี้จะทําการศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของไวรัส TiLV และแบคทีเรียสําคัญอีก 

3 ชนิด คือ S. agalactia, A. hydrophila และ F. columnare ในปลานิล โดยจะทําการเก็บตัวอยางปลา

นิลท่ีคาดวาติดเชื้อ TiLVจากกระชังปลานิลในแมน้ําตาปท่ีเคยมีประวัติตรวจพบเชื้อ TiLV จากนั้นนําปลาท่ี

พิสูจนแลววามีการติดเชื้อ TiLV จริงไปตรวจสอบการติดเชื้อรวมกับแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดขางตนดวยวิธีพีซี

อาร งานวิจัยนี้จะเปนประโยชนอยางมากตอเกษตรกรผูเลี้ยงปลานิลท่ีจะไดทราบถึงสาเหตุการตายท่ีแทจริง 

เพ่ือนําไปสูการหาแนวทางในการแกไขท่ีถูกตองและทันทวงที  
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วัตถุประสงค 

 

 

เพ่ือศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรียกอโรคสําคัญ 3 ชนิด 

ในปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชังในแมน้ําตาป 
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การตรวจเอกสาร 

 

 

ปลานิล 

ปลานิล มีชื่อวิทยาศาสตรวา Oreochromis niloticus (Linn.) มีริมฝปากบนและลางเสมอกัน 

บริเวณแกมมีเกล็ด 4 แถว ลําตัวมีสีเขียวปนน้ําตาลและมีลาดพาดขวาง 9-10 แถบ ครีบหลัง ครีบกนและ

ครีบหางมีจุดขาวและเสนสีดําตัดขวาง ครีบหลังมีอันเดียวประกอบดวยกานครีบแข็ง 15-18 อัน และกาน

ครีบออน 12-14 อัน ครีบกนมีกานครีบแข็ง 3 อัน และกานครีบออน 12-14 อัน บนแถบเสนขางลําตัวมี

เกล็ด 33 เกล็ด และจากเสนขางลําตัวลงมาถึงแนวสวนหนาของครีบกน 13 เกล็ด ลําตัวมีสีเขียวปนน้ําตาล 

ตรงกลางเกล็ดมีสีเขม ท่ีกระดูกแกมมีจุดสีเขมอยู 1 จุด ปลานิลมีนิสัยชอบอยูรวมกันเปนฝูง มีความอดทน

และปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี มีอุปนิสัยกินอาหารท้ังพืชและสัตว สามารถกินแพลงกตอนพืช 

แพลงกตอนสัตว ซากอินทรียและอนินทรียท่ีเนาเปอย รวมท้ังจุลินทรียและพืชน้ําตางๆ เปนปลาท่ีกิน

อาหารในเวลากลางวันและหยุดกินอาหารในเวลากลางคืน กินอาหารไดท้ังท่ีผิวน้ํา กลางน้ํา และกนบอ 

(กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ํา, 2560) 

 

 
 

รูปท่ี 1 ปลานิล Oreochromis niloticus (Hauser-Davis et al., 2015) 

 

ปลานิลเปนปลาท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและเปนปลาน้ําจืดท่ีมีผลผลิตเปนอันดับหนึ่งของ

ประเทศไทย ประเทศไทยมีการสงออกผลิตภัณฑปลานิลเพียงรอยละ 5 ของผลผลิตปลานิลท้ังหมด ฉะนั้น 

การเพาะเลี้ยงปลานิลในประเทศไทยยังมีโอกาสขยายตัวเพ่ิมไดอีก เนื่องจากตลาดปลานิลท่ัวโลกมีการ

ขยายตัวเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง ในเดือน ต.ค. 59 ไทยสงออกปลานิลและผลิตภัณฑ 604.7 ตัน มูลคา 41.7 

ลานบาท ท้ังปริมาณและมูลคาลดลง -1.2% และ -4.3% ตามลาดับ เม่ือเทียบกับเดือนกอน ในชวง ม.ค.-

ต.ค. 59 ไทยสงออกปลานิลและผลิตภัณฑ 6,903.4 ตัน มูลคา 518.6 ลานบาท ท้ังปริมาณและมูลคาลดลง 

-16.2% และ -13.6% ตามลาดับ เม่ือเทียบกับชวงเดียวกันปกอน โดยมีรูปแบบจากสัดสวนมูลคาการ

สงออก คือ ปลาท้ังตัวแชแข็ง 61.0% เนื้อปลาแชแข็ง 36.9% ปลามีชีวิตและพันธุปลา 1.1% เนื้อปลาแช
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เย็น 0.7% และปลานิลสดแชเย็น 0.3% สงออกไปยังตลาดสหรัฐฯ 39.2% กลุมตะวันออกกลาง 29.0% 

กลุมยุโรป 16.7% แคนาดา 5.0% กลุมแอฟริกา 3.2% กลุมอาเซียน 2.6% เกาหลีใต2.0% และประเทศ

อ่ืนๆ 2.3% (เกวลิน, 2559) 

 

Tilapia lake virus (TiLV) 

Tilapia lake virus disease (TiLVD) เปนโรคไวรัสท่ี เกิดข้ึนใหมในปลานิลระบุวาเปนไวรัส 

Orthomyxo-like (RNA) virus ชนิดใหมท่ีชื่อวา Tilapia lake virus (TiLV) มีการบันทึกการเกิดโรคอยาง

เปนทางการเม่ือเร็วๆ นี้ในเอกวาดอรและอิสราเอลในป พ.ศ. 2556 และ 2557 (Ferguson et al., 2014) 

ไวรัสดังกลาวทําใหเกิดการตายเปนจํานวนมากในปลานิลท่ีเลี้ยงในประเทศอิสราเอลตั้งแตป พ.ศ. 2552 

(Eyngor et al., 2014) และตอมาพบมีการติดเชื้อในประเทศโคลัมเบีย (Tsofack et al., 2017) และ 

Egypt (Fathi et al., 2017) และลาสุดจากประเทศไทย (Dong et al., 2017; Surachetpong et al., 

2017) การระบาดของโรคสงผลใหอัตราการตายเปลี่ยนแปลงอยูระหวาง 9.2 ถึง 90% โดยในลูกปลานิล

และปลาวัยรุนจะมีโอกาสเกิดการออนแอกวาปลาท่ีมีขนาดใหญ  ซ่ึงแตกตางจากโรคไวรัสชนิดอ่ืนๆ ไวรัส 

TiLV ยังมีการแพรระบาดอยูในหลายประเทศซ่ึงยังไมมีการรายงาน 

รายชื่อประเทศท่ีมีความเสี่ยงสูงในการแพรระบาดของไวรัส TiLV คือ แอลจีเรีย บาหเรน บังคลา

เทศ เบลเยียม บุรุนดี แคนาดา จีน คองโก เอลซัลวาดอร เยอรมนี กัวเตมาลา อินเดีย อินโดนีเซีย ญี่ปุน 

จอรแดน ลาว มาเลเซีย เม็กซิโก โมซัมบิก พมา เนปาล ไนจีเรีย ปากีสถาน ฟลิปปนส โรมาเนีย รวันดา 

ซาอุดิอาระเบีย สิงคโปร แอฟริกาใต ศรีลังกา สวิสเซอรแลนด แทนซาเนีย โตโก ตูนิเซีย ตุรกี เติรกเมนิ

สถาน ยูกันดา ยูเครน สหอาหรับเอมิเรต สหราชอาณาจักร สหรัฐ เวียดนาม และแซมเบีย (Asia Regional 

Aquatic Animal Health Programme, 2017)  

เม่ือเร็วๆ นี้ มีการรายงานการใหมีการเฝาระวังของไวรัส TiLV ในประเทศไทย และไดมีการ

พัฒนาการตรวจสอบดวยวิธี semi-Nested RT-PCR ซ่ึงสามารถตรวจสอบและไดผลอยางรวดเร็ว (Dong 

et al. 2017) นอกจากนี้กลุมตัวอยางท่ีเก็บสะสมจากการระบาดของโรคในโรงเพาะฟกหลายแหงใน

ประเทศไทย ในชวงป พ.ศ. 2555-2557 ยังไดรับการทดสอบพบวาใหผลเปนบวกของไวรัส TiLV (ขอมูลท่ี

ไมไดเผยแพร) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการพบของไวรัส TiLV ในประเทศไทยมีมากอนท่ีไวรัสจะกลายเปนท่ีรูจัก

ในป 2556 สวนสาเหตุการเกิดโรคยังไมทราบแนชัด 

Surachetpong และคณะ (2017) ไดทําการตรวจสอบการระบาดของโรคในปลานิลดําและปลา

นิลแดง ท่ีตายโดยไมทราบสาเหตุ จํานวน 32 ฟารมในชวง ป 2015-2016 (แตละฟารมมีอัตราการตาย

มากกวา 1 %) ในภาคกลาง ภาคตะวันตก และตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย เปนปลาท่ีตาย

หลังจากลงเลี้ยงในกระชังแลว 1 เดือน มีขนาดตั้งแต 1-50 กรัม มีอัตราการตายท่ี 20-90% และการตาย

จะมีความสัมพันธกับการติดเชื้อแทรกซอนของแบคทีเรียและปรสิต มีอัตราการตายสูงสุดภายใน 14 วัน

หลังจากพบปลาตายครั้งแรก และจากการนําตัวอยางสมองของปลาท่ีตายไปตรวจสอบหาสาเหตุการติดเชื้อ

ไวรัส TiLV พบวาใหผลเปนบวกของการติดเชื้อ TiLV จากวิธีการทางพีซีอาร จํานวน 6 ยีน (โดยใชไพรเมอร
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ท่ี ผ านการออกแบบจากฐานขอมูล ใน  genebank: accession no. KX631921–36) และจากการ

เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อจากประเทศไทยกับประเทศอิสราเอล พบวาองคประกอบ

ทางพันธุกรรมของไวรัส TiLV ตัวใหมท่ีเกิดในประเทศไทยนี้คลายคลึงกับยีนของ orthomyxoviruses ท่ี

ตีพิมพกอนหนานี้ และเปนไวรัสกลุมอารเอ็นเอไวรัส ซ่ึงจากผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาไวรัสท่ีแยกไดจาก

ประเทศไทยมีความคลายคลึงกันกับ TiLVจากอิสราเอล และบงชี้วาไวรัสนี้กระจายอยูท่ัวทวีป เนื่องจากมี

การเลี้ยงปลานิลเปนหลัก การควบคุม TiLV ควรไดรับการปองกันและพัฒนาอยางตอเนื่อง เชน การปองกัน

ดานความปลอดภัยทางชีวภาพท่ีเขมงวด การพัฒนาวัคซีน และการเลือกพันธุปลานิลท่ีใหความตานทาน 

ลักษณะอาการของปลาท่ีติดเชื้อ จะพบบาดแผลถลอกท่ีผิวหนัง และเกิดเปนแผลหลุมท่ีมีการ

กระจายหลายจุดจนถึงขยายเปนแผลขนาดใหญ เลนสตาขาวขุน และตาจมบุมลงในเบาตา (Eyngor et al., 

2014) ปลาท่ีเปนโรคยังแสดงอาการสูญเสียการทรงตัว เคลื่อนไหวชา เบื่ออาหาร สีลําตัวซีด และตายใน

ท่ีสุด (Dong et al., 2017) ลักษณะทางพยาธิสภาพของสมอง พบการบวมน้ํา มีเลือดออกท่ีเสนประสาท

รับแสงในเยื่อหุมสมอง มีเลือดค่ังจากเสนเลือดฝอยแตกในสมอง เนื้อสีขาวและเนื้อเทา สวนการ

เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของตับ พบการบวมของเนื้อเยื่อตับ และเกิดการแยกของเนื้อเยื่อตับ (Dong 

et al., 2017) 

 

Aeromonas hydrophila  

เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางแทง ไมสรางสปอร เปนแบคทีเรียท่ีมี ความแตกตางขอระดับความ

รุนแรงสูงในแตละ Serotype (ชาญณรงค มปป) โรคท่ีเกิดจากเชื้อแอโรโมแนส เปนโรคท่ีมีกอใหเกิดความ

เสียหายทางเศรษฐกิจและมักพบบอยในบอท่ีเลี้ยงโดยใหอาหารสดหรือการเลี้ยงแบบผสมผสาน จะพบเชื้อ

แบคทีเรียนี้ในแหลงน้ําท่ีมีสารอินทรียปริมาณสูง สาเหตุเหนี่ยวนําใหปลาติดเชื้อ ไดแก ความเครียดหรือการ

บาดเจ็บจากการขนสงการเคลื่อนยาย ปริมาณออกซิเจนท่ีต่ํา การใหอาหารท่ีมีคุณภาพไมเหมาะสมรวมท้ัง

บาดแผลท่ีเกิดจากปรสิต ปลาติดเชื้อจะวายน้ําเฉ่ือยชา ไมกินอาหาร ครีบกรอน มีการตกเลือด เกิด

บาดแผล ทองบวม ตับเหลืองมีการตกเลือดบริเวณลําไส (ชนกันต 2556) 
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รูปท่ี 2 ลักษณะภายนอกของปลานิลท่ีติดเชื้อ A. hydrophila (a) ตาขุนมัว (b) บาดแผลท่ีผิวหนัง  

(c) การตกเลือดบนผิวหนัง (d) เกล็ดหลุดรอน (El-Barbary, 2017) 
 

Flavobacterium columnare 

โรคคอลัมนาริส เกิดจากเชื้อฟลาโวแบคทีเรียม (F. columnare) ชื่อเดิมคือ แฟลกซิแบคเตอร 

(Flexi-bacter columnaris) โรคนี้ มักเกิดจากปจจัยตางๆ เหนี่ยวนํา เชน ความเครียดจากการขนสง 

โดยเฉพาะในชวงหนารอน และการเปลี่ยนแปลงอากาศกะทันหันอาการทางคลินิก ลําตัวปลามีสีดางซีดเปน

แถบๆ มีเมือกมาก ครีบและเหงือกกรอน อาจมีสีเหลืองเกิดข้ึนบริเวณบาดแผลการปองกันการระบาดของ

โรค ทําไดโดยการลดความบอบช้ําจากการจับและคัดขนาดปลาไมเลี้ยงปลาหนาแนนเฝาระวังอยาให

ปริมาณออกซิเจนในน้ําต่ํา (ชนกันต 2556) 
 

 
 

รูปท่ี 3 ลูกปลานิลหางกรอนจากการติดเชื้อแบคทีเรียฟลาโวแบคทีเรียม (ชนกันต 2556) 

 

Streptococcus agalactiae 

โรคติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส (Streptococcus spp.) อาการของปลาท่ีเปนโรคมีตาขุน

ขาวและโปนไมคอยวายน้ํา ลอยนิ่ง บางตัววายน้ําควงสวาน ชองขับถายบวมแดง พบระบาดรุนแรงในหนา
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รอน สามารถทําใหปลาตายจํานวนมากในเวลาอันสั้นหากมีการติดเชื้อรุนแรง Mian et al. (2009) รายงาน

วา อัตราการตายจากโรคนี้พบสูงเม่ืออุณหภูมิน้ําสูงกวา 26 °C โรคติดเชื้อนี้สามารถติดตอจากปลาท่ีเปน

โรคท่ีอาศัยอยูในบอหรือกระชัง มีรายงานวิจัยหลายชิ้นท่ีพยายามพัฒนาวัคซีนเพ่ือปองกันโรคติดเชื้อ

แบคทีเรียชนิดนี้ (Evans et al., 2004; Pridgeon and Klesius, 2011; Klesius et al., 2000) ซ่ึงผลท่ีได

ยังไมชัดเจน บางวัคซีนจะปองกันโรคไดจําเพาะ S. iniae แตไมปองกันโรคติดเชื้อจาก S. agalactiae 

(Evans et al., 2004)  

 

 
 

รูปท่ี 4 ปลานิลมีตาโปนขุนขาว เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส (ชนกันต 2556) 

 

สําหรับวัคซีนปลานิลในประเทศไทย นิลุบลและคณะ (นิลุบล และคณะ 2549) ทดลองใหวัคซีน

เชื้อตายแกปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชัง ในแมน้ําชี จ.มหาสารคาม พบวา ปลาท่ีไดรับวัคซีนมีอัตรารอดสูงกวา

ปลาท่ีไมไดรับวัคซีนสํานักงานกองทุนสนับสนุนงานวิจัย (สกว.) ไดยกยองผลงานวิจัยวัคซีนปองกันโรค 

สเตร็ปโตค็อกโคซิสในปลานิลภายใตการควบคุมของ ดร.เจนนุช วองธวัชชัย จากคณะสัตวแพทยศาสตร

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนผลงานวิจัยเดนประจําป 2553 (สํานักงานสารสนเทศ จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย 2553) ผลจากการวิจัยนี้ทําใหไดวัคซีนท่ีสามารถฉีดเขาไปในตัวปลานิลขนาดตัวตั้งแต 10 

กรัม ไปจนถึงระดับปลาพอพันธุแมพันธุจากการใชวัคซีนดังกลาวสามารถสรางภูมิคุมกันโรคไดนานไมต่ํา

กวา 6 เดือน ซ่ึงเพียงพอตอระยะเวลาการเลี้ยงจนถึงขนาดตลาดซ่ึงมักจะใชระยะเวลาประมาณ 4-5 เดือน 

โดยมีตนทุนคาวัคซีนเพ่ิมข้ึนเพียงตัวละ 50 สตางคเทานั้น ในขณะท่ีลูกปลาท่ีไดรับการฉีดวัคซีนปองกันมี

โอกาสรอดจากการเลี้ยงในกระชังถึงรอยละ 80-87 จัดวาคุมคาทางเศรษฐกิจอยางมาก เปนทางออกท่ีดี

สําหรับเกษตรกรผูเลี้ยงปลานิล และเปนแนวทางในการลดการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงปลา

นิล 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 

 

1. การเก็บตัวอยางปลานิล 

ตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาติดเชื้อไวรัส TiLV จากกระชังปลานิลในแมน้ําตาป ใชวิธีสุมตัวอยางแบบ

เฉพาะเจาะจง (purposive sampling) โดยจะเก็บตัวอยางจากฟารมปลานิลท่ีเคยมีประวัติวาติดเชื้อไวรัส 

TiLV (อางอิงขอมูลจากงานวิจัยกอนหนาเรื่อง ประสิทธิภาพการตรวจเชื้อ Tilapia lake virus (TiLV) ใน

ปลานิลดวยวิธี nested RT-PCR และ semi-nested RT-PCR) จํานวน 28 ตัว โดยเก็บตัวอยางปลาท่ีมี

อาการภายนอกคือ พบบาดแผลถลอกท่ีผิวหนัง และเกิดเปนแผลหลุมท่ีมีการกระจายหลายจุดจนถึงขยาย

เปนแผลขนาดใหญ เลนสตาขาวขุน และตาจมบุมลงในเบาตา ปลาสูญเสียการทรงตัว เคลื่อนไหวชา เบื่อ

อาหาร สีลําตัวซีด ทําใหปลาตายอยางสงบโดยฉีด ให MS-222 เกินขนาด เขาไปท่ีสมองของปลา ตรวจสอบ

การตายของปลาโดยสังเกตวาไมมีการขยับของเหงือกเปนเวลา 2 นาที จากนั้นเก็บตัวอยางโดยแยกเอา

เฉพาะอวัยวะเปาหมายคือ ตับ มาม ไต และสมอง ดวยอุปกรณผาตัดท่ีปลอดเชื้อ และเทคนิคปลอดเชื้อ 

สวนของสมองแยกใสใน TRIzol reagent (Invitrogen) และนําไปแชในตู -80 °C จนกวาจะนําไปสกัดอาร

เอ็นเอ สวนตับ มาม ไต เก็บรวมกัน แชในตู -20 °C จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ ซากของปลาท่ีเหลือนําไป

ทําลายท้ิงดวยวิธีการเผา 

นําสมองของปลามาสกัดอารเอ็นเอ จากนั้นตรวจยืนยันการติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี semi-

nested RT-PCR แลวเอาเฉพาะปลาท่ียืนยันแลววาติดเชื้อไวรัส TiLV จริงเทานั้น ไปตรวจสอบการติดเชื้อ

แบคทีเรียตอไป 

 

2. การสกัดอารเอ็นเอ 

สกัดอารเอ็นเอตามคูมือการสกัดจากบริษัท ของ TRIzol reagent โดยมีข้ันตอนคราวๆ ดังนี้ บด

ตัวอยางอวัยวะใน TRIzol reagent แลวนําไปปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที เก็บ

ของเหลวใสสวนบนถายใสหลอดใหม เติมคลอโรฟอรม 0.2 มล. เขยาอยางแรง แลววางไวท่ีอุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 3 นาที นําไปปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที ดูดของเหลวสวนบนใสหลอด

ใหม เติม isopropanol 0.5 มล. ผสมใหเขากัน แลวนําไปวางไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 30 นาที นําไป

ปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที เก็บตะกอนอารเอ็นเอ และลางตะกอนดวย 70% 

ethanol ปริมาตร 0.5 มล. นําไปปนท่ี 7500xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที เทของเหลวท้ิง ระเหย

ของเหลวออก ละลายตะกอนอารเอ็นเอในน้ําปราศจาก RNase วัดปริมาณอารเอ็นเอดวยเครื่อง 

Nanodrop Spectrophotometers 
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3. การสกัดดีเอ็นเอ 

เม่ือเลี้ยงเชื้อครบเวลา 16 ชั่วโมง ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียท้ังหมดดวยวิธีการตม 

(ดัดแปลงจาก Pathmanathan et al., 2003) โดยนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้นละลายตะกอนเซลลในน้ํากลั่น 200 ไมโครลิตร แลว

นําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลานําไปแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุน

เหวี่ยงอีกครั้งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที สวนใสท่ีไดจากการหมุนเหวี่ยงนี้จะถูกและ

เก็บรักษาไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนในการทําพีซีอารตอไป 

 

4. การตรวจสอบการติดเช้ือ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR 

นําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากขอ 2. มาทํา One step RT-PCR โดยใชไพรเมอร TiLV outer-F: ACC 

CTT GTA GAG TCG AGG CA, TiLV outer-R: TTT GGA GAT CGA CGG GGT TG และ SuperScript 

One-step RT/Platinum Taq mix (Invitrogen) นําไปเพ่ิมปริมาณในเครื่องพีซีอาร แลวนําไปทําการ

ตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose gel electrophoresis จนไดแถบของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ และมี

ขนาดตรงกับท่ีออกแบบไว 

นําผลิตผลท่ีไดจากการทํา One step RT-PCR มาทําพีซีอารอีกครั้งโดยใชไพรเมอร TiLV inner-F: 

ACT GTG CTT TCC AGA GTC GC กับ TiLV inner-R: GTG CTC AAA GTT CCT CGC CT แลวนําไปทํา

การตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose gel electrophoresis จนไดแถบของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ และมี

ขนาดตรงกับท่ีออกแบบไว 

 

5. การตรวจการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare ดวยวิธี 

PCR 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทําพีซีอารโดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับเชื้อแตละตัวคือ สําหรับเชื้อ S. 

Agalactiae ไพ ร เม อร ท่ี ใช คื อ  SA-F: AATCAAGCCCAGCAAATGGC และ  SA-R: TGCCTTTACATC 

GTTAACTTGAGC สําหรับเชื้อ A. hydrophila ไพรเมอรท่ีใชคือ AH-F: GATCCGTGGCAACAATGACG 

และ  AH-R: TCGTAACGCAGGGTGACATC  สํ าห รั บ เชื้ อ  F. columnare ไพ ร เมอร ท่ี ใช คื อ  FC-F: 

AGTCTCGTAGCTCAGCTGGT และ FC-R: TTTTGCTTATTGG CATCCCCC โดยใน 1 หลอดปฏิกิริยา 

(25 ไมโครลิตร) ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 1 ไมโครลิตร, forward primer ท่ีความเขมขน 10 ไมโคร

โมลาร 1 ไมโครลิตร, reverse primer ท่ีความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร และ 5x PCR 

master Mix (GeneMark, Taiwan) 5 ไมโครลิตร สภาวะพีซีอารท่ีใชคือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จํานวน 1 รอบ ใน แลวนําไปตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose 

gel electrophoresis 

 

6. การวิเคราะหขอมูล 

ผลการทดสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี  Nested RT-PCR และ การติดเชื้อแบคทีเรีย S. 

agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare ดวยวิธี PCR จะแสดงในรูปแบบของผลิตผลพีซีอาร

เทียบกับ 100 bp markers ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
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ผลและการอภิปรายผล 

 

 

1. การตรวจสอบการติดเช้ือ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR 

 รอบท่ี 1 ทําการเก็บตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาจะติดเชื้อไวรัส TiLV มาจํานวน 22 ตัว นําตัวอยาง

ปลาท้ังหมดมาตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR พบวามีปลาท่ีติดเชื้อ 9 ตัว ไดแก ปลา

ตัวท่ี 3, 4, 6, 10, 11, 12, 13, 14 และ 15 โดยดูจากแถบดีเอ็นเอขนาด 307 bp ดังแสดงในรูปท่ี 5 

 

 
 

รูปท่ี 5 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-22 = ผลิตภัณฑ Nested RT-PCR ท่ีใชอารเอ็นเอจากสมองของตัวอยางท่ี 1-22 ตามลําดับ 

 

 
 

รูปท่ี 6 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 6 ตัว ดวยวธิี Nested RT-PCR 
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M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ Nested RT-PCR ท่ีใชอารเอ็นเอจากสมองของตัวอยางท่ี 1-6 ตามลําดับ 

 

 รอบท่ี 2 ทําการเก็บตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาจะติดเชื้อไวรัส TiLV มาจํานวน 6 ตัว นําตัวอยาง

ปลาท้ังหมดมาตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR พบวามีปลาท่ีติดเชื้อ TiLV 4 ตัว ไดแก 

ปลาตัวท่ี 2, 4, 5 และ 6 โดยไดแถบดีเอ็นเอขนาด 307 bp ดังแสดงในรูปท่ี 6 

 

2. การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นท่ีสกัดไดดวยวิธี PCR 

รอบท่ี 1 นําไตของตัวอยางท้ัง 22 ตัว ไปสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นทําการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็น

เอท่ีสกัดได โดยการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ดวยวิธีพีซีอาร ผลปรากฏวาตัวอยางท่ี 11, 12, 13, 16, 20, 

21 และ 22 ไมมีแถบดีเอ็นเอขนาด 111 bp ของยีน 18s rRNA ข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 7 นั่นหมายความวาดี

เอ็นเอของตัวอยางท่ี 11, 12, 13, 16, 20, 21 และ 22 ไมสามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาได ดังนั้นตัวอยางท่ี

ติดเชื้อไวรัส TiLV ท่ีจะนําไปตรวจสอบการติดเชื้อของแบคทีเรียตอจึงเหลือเพียง 6 ตัวอยาง คือ 3, 4, 6, 

10, 14 และ 15 

 

 
 

รูปท่ี 7 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอของปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี PCR 
 

M = 100 bp marker 

1-22 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-22  

    ตามลําดับ 
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รอบท่ี 2 นําเหงือก และไตของตัวอยางท้ัง 6 ตัว ไปสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นทําการตรวจสอบคุณภาพ

ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ดวยวิธีพีซีอาร ผลปรากฏวามีแถบดีเอ็นเอขนาด 

111 bp ของยีน 18s rRNA ข้ึนในทุกตัวอยาง แสดงวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดทุกตัวอยางมีปริมาณมากพอท่ีจะ

นําไปตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรียตอไป ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

 
 

รูปท่ี 8 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว ดวยวิธ ีPCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

7-12 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

 

 จากนั้นนําตัวอยางท้ังหมดมาตรวจสอบการมีอยูของแบคทีเรีย โดยการเพ่ิมจํานวนยีน 16s rRNA 

ซ่ึงเปนยีนท่ีออกแบบมาใหมีความจําเพาะกับ 16s rRNA ของแบคทีเรียทุกชนิด ดวยวิธี PCR ผลปรากฏวา

ในเหงือก พบแถบดีเอ็นเอของ 16s rRNA ขนาด 168 bp ในทุกตัวอยาง แสดงใหเห็นวามีเชื้อแบคทีเรียอยู

ท่ีเหงือกของปลานิลท้ัง 6 ตัว ในขณะท่ี ในไต พบแถบดีเอ็นเอของ 16s rRNA ในตัวอยางท่ี 1 และ 4 

เทานั้น ดังแสดงในรูปท่ี 9 แสดงใหเห็นวามีการติดเชื้อแบคทีเรียท่ีบริเวณไตของปลานิลตัวท่ี 1 และ 4 

เทานั้น แตไมสามารถบอกไดวาเปนแบคทีเรียชนิดใด  
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รูปท่ี 9 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไต 

ของปลานิล 6 ตัว ดวยวิธ ีPCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

7-12 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

 

3. การตรวจสอบการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare  

    ดวยวิธี PCR 

 รอบท่ี 1 เม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิลท้ัง 6 ตัวท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV คือปลานิล

ตัวท่ี 3, 4, 6, 10, 14 และ 15 มาตรวจสอบการติดเชื้อของแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ S. agalactiae (SA), A. 

hydrophila (AH) และ F. columnare (FC) ผลปรากฏวามีเพียงตัวอยางเดียวท่ีติดเชื้อ A. hydrophila 

คือตัวอยางปลาตัวท่ี 4 ซ่ึงใหแถบดีเอ็นเอของ AH ขนาด 216 bp ในขณะท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอของ SA และ 

FC ในตัวอยางใดเลย ดังแสดงในรูปท่ี 10 ซ่ึงจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาตามธรรมชาติ สามารถพบ

การติดเชื้อรวมกันระหวางไวรัส TiLV และแบคทีเรีย A. hydrophila ได  

รอบท่ี 2 เม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ซ่ึงมี

ท้ังหมด 4 ตัว ตรวจตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียโดยเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA พบวาในเหงือกเปนบวกทุก

ตัวอยาง แตเนื่องจากเหงือกเปนสวนท่ีสัมผัสกับสิ่งแวดลอมภายนอก และเปนสวนท่ีคอยดักจับเชื้อโรคไมให

เขาสูรางกายของปลา ดังนั้น การพบวามีแบคทีเรียอยูท่ีเหงือกของปลาทุกตัวจึงเปนสิ่งท่ีเกิดข้ึนได ในสวน
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ของไตซ่ึงเปนอวัยวะภายใน การพบแบคทีเรียท่ีไตเปนการบงบอกถึงการติดเชื้อของปลา และเม่ือนําไตของ

ปลาท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV มาตรวจสอบยีน 16s rRNA พบวามี 2 ตัว ท่ีใหผลเปนบวก แตเม่ือนํามาตรวจสอบ

การติดเชื้อของแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ S. agalactiae (SA), A. hydrophila (AH) และ F. columnare 

(FC) ผลปรากฏวา ไมพบการติดเชื้อแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดในตัวอยางใดเลย (ไมแสดงรูป) นั่นหมายความวามี

การติดเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare รวมกับการติด

ไวรัส TiLV เกิดข้ึนในปลาท้ังสองตัว 
 

 

 

 
 

รูปท่ี 10 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare ใน

ไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี PCR 
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M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 (SA) = ผลิตภัณฑ PCR ของ SA (S. agalactiae) ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิลท่ีติด 

 เชื้อไวรัส TiLV ท้ัง 6 ตัว 

1-6 (AH) = ผลิตภัณฑ PCR ของ AH (A. hydrophila) ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิลท่ีติด 

 เชื้อไวรัส TiLV ท้ัง 6 ตัว 

1-6 (FC) = ผลิตภัณฑ PCR ของ FC (F. columnare) ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิลท่ีติด 

 เชื้อไวรัส TiLV ท้ัง 6 ตัว 

 

 จากผลการทดลองท้ังสองรอบ มีปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV รวมกันท้ังสิ้น 10 ตัว โดยมีการติดเชื้อ

รวมของเชื้อไวรัส TiLV และแบคทีเรีย A. hydrophila 1 ตัว คิดเปน 10% และมีการติดเชื้อรวมของเชื้อ

ไวรัส TiLV และแบคทีเรียชนิดอ่ืน ท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 2 ตัว 

(ไมสามารถระบุไดวาเปนเชื้ออะไร) คิดเปน 20%  
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สรุปผลการวิจัย 

 

 

 จากผลการวิจัยท้ังหมดสามารถสรุปผลการทดลองไดวา การติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส 

TiLV และเชื้อแบคทีเรียสามารถเกิดข้ึนได โดยจากการทดลอง เปนการติดเชื้อรวมตามธรรมขาติของเชื้อ

ไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila จํานวน 10% และเปนการติดเชื้อรวมตามธรรมขาติของเชื้อ

ไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 

20% ซ่ึงการติดเชื้อรวมนี้จะสงผลใหปลามีอัตราการตายท่ีเพ่ิมสูงข้ึน แนวทางการปองกันท่ีดีในอนาคตจึง

ควรเปนวิธีการท่ีสามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อกอโรคไดหลายชนิดรวมกัน  
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