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บทคัดยอ 

 

 วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ เพ่ือศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อ

แบคทีเรียกอโรคสําคัญ 3 ชนิด ในปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชังในแมน้ําตาป โดยในการทดลองจะทําการเก็บ

ตัวอยางปลานิลท่ีคาดวาติดเชื้อไวรัส TiLV จากกระชังปลานิลในแมน้ําตาปท่ีเคยมีประวัติตรวจพบเชื้อ TiLV 

จากนั้นนําปลานิลไปพิสูจนวามีการติดเชื้อไวรัส TiLV จริงดวยวิธี Nested RT-PCR แลวจึงนําเฉพาะปลา

นิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV จริงไปตรวจสอบการติดเชื้อรวมกับแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ S. agalactiae, A. 

hydrophila และ F. columnare ดวยวิธีพีซีอาร จากการทดลองพบวา มีปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV 10 

ตัว จากตัวอยางท้ังหมด 22 ตัว และเม่ือนําท้ัง 10 ตัว ไปตรวจสอบหาเชื้อ S. agalactiae, A. hydrophila 

และ F. columnare ในไต พบวา มีการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย A. 

hydrophila 1 ตัว คิดเปน 10% และมีการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 2 ตัว คิดเปน 20%  

 

คําสําคัญ: แบคทีเรีย การติดเชื้อรวม 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 หนา 

  1   ปลานิล Oreochromis niloticus    3 

 2   ลักษณะภายนอกของปลานิลท่ีติดเชื้อ A. hydrophila (a) ตาขุนมัว  6 

   (b) บาดแผลท่ีผิวหนัง (c) การตกเลือดบนผิวหนัง (d) เกล็ดหลุดรอน  

3   ลูกปลานิลหางกรอนจากการติดเชื้อแบคทีเรียฟลาโวแบคทีเรียม 6 

  4   ปลานิลมีตาโปนขุนขาว เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส 7 

5   ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 11 

6   ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 6 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 11  

  7   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอของปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี PCR 12 

  8   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว  13 

 ดวยวิธี PCR     

  9   ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว   14 

 ดวยวิธี PCR 

 10 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ   15 

  F. columnare ในไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี PCR    
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บทนํา 

 

 

ปลานิลเปนสัตวเศรษฐกิจท่ีสําคัญของไทย เปนปลาน้ําจืดท่ีมีผลผลิตเปนอันดับหนึ่งของประเทศ

ไทย (กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ํา, 2560) ในชวงเดือน ม.ค.-ต.ค. ป 2559 ไทยสงออกปลานิลและ

ผลิตภัณฑเก่ียวกับปลานิลสูงถึง 6,903.4 ตัน คิดเปนมูลคา 518.6 ลานบาท ซ่ึงปริมาณลดลงกวาชวง

เดียวกันของปกอนถึง 16.2 เปอรเซ็นต (เกวลิน, 2559) หนึ่งในสาเหตุสําคัญท่ีทําใหปริมาณของปลานิล

ลดลงคือการเกิดโรคระบาด Tilapia lake virus (TiLV) เปนเชื้อไวรัสท่ีอยูในตระกูล Orthomyxovirus 

โดยมีรายงานการระบาดของ TiLV ในปลานิลครั้งแรกในประเทศอิสราเอล เอกวาดอร โคลัมเบีย และอียิปต 

ในป 2014 (Ferguson et al., 2014; Eyngor et al., 2014) และเริ่มมีรายงานการแพรระบาดของ TiLV 

ในประเทศไทยครั้งแรกในป 2015 โดยพบในฟารมพ้ืนท่ีภาคกลาง ภาคตะวันตก ตะวันออก และ

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

สรางความเสียหายใหกับเกษตรกรและประเทศไทยเปนอยางมาก 

อยางไรก็ตาม การติดเชื้อไวรัสหลายชนิด มักเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียและปรสิตรวมดวย จึงทําให

ปลาท่ีปวยมีอัตราการตายสูง แบคทีเรียกอโรคสําคัญท่ีสรางความเสียหายอยางมากใหแกเกษตรกรผูเลี้ยง

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

columnare นอกจากนี้การติดเชื้อแบคทีเรียเหลานี้ยังทําใหปลามีลักษณะอาการภายนอกคลายกันกับการ

ติดเชื้อ TiLV การตรวจสอบพบวาปลามีการติดเชื้อ TiLV ไมไดหมายความวาการตายท่ีเกิดข้ึนมาจากไวรัส

เพียงอยางเดียว แตอาจเกิดจากการติดเชื้อรวมกันกับแบคทีเรียอีกหนึ่งชนิด หรือมากกวาหนึ่งชนิดในเวลา

เดียวกัน สงผลใหสุดทายอัตราการตายของปลาสูงมาก 

งานวิจัยชิ้นนี้จะทําการศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของไวรัส TiLV และแบคทีเรียสําคัญอีก 

3 ชนิด คือ S. agalactia, A. hydrophila และ F. columnare ในปลานิล โดยจะทําการเก็บตัวอยางปลา

นิลท่ีคาดวาติดเชื้อ TiLVจากกระชังปลานิลในแมน้ําตาปท่ีเคยมีประวัติตรวจพบเชื้อ TiLV จากนั้นนําปลาท่ี

พิสูจนแลววามีการติดเชื้อ TiLV จริงไปตรวจสอบการติดเชื้อรวมกับแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดขางตนดวยวิธีพีซี

อาร งานวิจัยนี้จะเปนประโยชนอยางมากตอเกษตรกรผูเลี้ยงปลานิลท่ีจะไดทราบถึงสาเหตุการตายท่ีแทจริง 

เพ่ือนําไปสูการหาแนวทางในการแกไขท่ีถูกตองและทันทวงที  
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วัตถุประสงค 

 

 

เพ่ือศึกษาการติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรียกอโรคสําคัญ 3 ชนิด 

ในปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชังในแมน้ําตาป 
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การตรวจเอกสาร 

 

 

ปลานิล 

ปลานิล มีชื่อวิทยาศาสตรวา Oreochromis niloticus (Linn.) มีริมฝปากบนและลางเสมอกัน 

บริเวณแกมมีเกล็ด 4 แถว ลําตัวมีสีเขียวปนน้ําตาลและมีลาดพาดขวาง 9-10 แถบ ครีบหลัง ครีบกนและ

ครีบหางมีจุดขาวและเสนสีดําตัดขวาง ครีบหลังมีอันเดียวประกอบดวยกานครีบแข็ง 15-18 อัน และกาน

ครีบออน 12-14 อัน ครีบกนมีกานครีบแข็ง 3 อัน และกานครีบออน 12-14 อัน บนแถบเสนขางลําตัวมี

เกล็ด 33 เกล็ด และจากเสนขางลําตัวลงมาถึงแนวสวนหนาของครีบกน 13 เกล็ด ลําตัวมีสีเขียวปนน้ําตาล 

ตรงกลางเกล็ดมีสีเขม ท่ีกระดูกแกมมีจุดสีเขมอยู 1 จุด ปลานิลมีนิสัยชอบอยูรวมกันเปนฝูง มีความอดทน

และปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี มีอุปนิสัยกินอาหารท้ังพืชและสัตว สามารถกินแพลงกตอนพืช 

แพลงกตอนสัตว ซากอินทรียและอนินทรียท่ีเนาเปอย รวมท้ังจุลินทรียและพืชน้ําตางๆ เปนปลาท่ีกิน

อาหารในเวลากลางวันและหยุดกินอาหารในเวลากลางคืน กินอาหารไดท้ังท่ีผิวน้ํา กลางน้ํา และกนบอ 

(กองวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ํา, 2560) 

 

 
 

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

 

ปลานิลเปนปลาท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและเปนปลาน้ําจืดท่ีมีผลผลิตเปนอันดับหนึ่งของ

ประเทศไทย ประเทศไทยมีการสงออกผลิตภัณฑปลานิลเพียงรอยละ 5 ของผลผลิตปลานิลท้ังหมด ฉะนั้น 

การเพาะเลี้ยงปลานิลในประเทศไทยยังมีโอกาสขยายตัวเพ่ิมไดอีก เนื่องจากตลาดปลานิลท่ัวโลกมีการ

ขยายตัวเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง ในเดือน ต.ค. 59 ไทยสงออกปลานิลและผลิตภัณฑ 604.7 ตัน มูลคา 41.7 

ลานบาท ท้ังปริมาณและมูลคาลดลง -1.2% และ -4.3% ตามลาดับ เม่ือเทียบกับเดือนกอน ในชวง ม.ค.-

ต.ค. 59 ไทยสงออกปลานิลและผลิตภัณฑ 6,903.4 ตัน มูลคา 518.6 ลานบาท ท้ังปริมาณและมูลคาลดลง 

-16.2% และ -13.6% ตามลาดับ เม่ือเทียบกับชวงเดียวกันปกอน โดยมีรูปแบบจากสัดสวนมูลคาการ

สงออก คือ ปลาท้ังตัวแชแข็ง 61.0% เนื้อปลาแชแข็ง 36.9% ปลามีชีวิตและพันธุปลา 1.1% เนื้อปลาแช
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เย็น 0.7% และปลานิลสดแชเย็น 0.3% สงออกไปยังตลาดสหรัฐฯ 39.2% กลุมตะวันออกกลาง 29.0% 

กลุมยุโรป 16.7% แคนาดา 5.0% กลุมแอฟริกา 3.2% กลุมอาเซียน 2.6% เกาหลีใต2.0% และประเทศ

อ่ืนๆ 2.3% (เกวลิน, 2559) 

 

Tilapia lake virus (TiLV) 

Tilapia lake virus disease (TiLVD) เปนโรคไวรัสท่ี เกิดข้ึนใหมในปลานิลระบุวาเปนไวรัส 

Orthomyxo-like (RNA) virus ชนิดใหมท่ีชื่อวา Tilapia lake virus (TiLV) มีการบันทึกการเกิดโรคอยาง

เปนทางการเม่ือเร็วๆ นี้ในเอกวาดอรและอิสราเอลในป พ.ศ. 2556 และ 2557 (Ferguson et al., 2014) 

ไวรัสดังกลาวทําใหเกิดการตายเปนจํานวนมากในปลานิลท่ีเลี้ยงในประเทศอิสราเอลตั้งแตป พ.ศ. 2552 

(Eyngor et al., 2014) และตอมาพบมีการติดเชื้อในประเทศโคลัมเบีย (Tsofack et al., 2017) และ 

Egypt (Fathi et al., 2017) และลาสุดจากประเทศไทย (Dong et al., 2017; Surachetpong et al., 

2017) การระบาดของโรคสงผลใหอัตราการตายเปลี่ยนแปลงอยูระหวาง 9.2 ถึง 90% โดยในลูกปลานิล

และปลาวัยรุนจะมีโอกาสเกิดการออนแอกวาปลาท่ีมีขนาดใหญ  ซ่ึงแตกตางจากโรคไวรัสชนิดอ่ืนๆ ไวรัส 

TiLV ยังมีการแพรระบาดอยูในหลายประเทศซ่ึงยังไมมีการรายงาน 

รายชื่อประเทศท่ีมีความเสี่ยงสูงในการแพรระบาดของไวรัส TiLV คือ แอลจีเรีย บาหเรน บังคลา

เทศ เบลเยียม บุรุนดี แคนาดา จีน คองโก เอลซัลวาดอร เยอรมนี กัวเตมาลา อินเดีย อินโดนีเซีย ญี่ปุน 

จอรแดน ลาว มาเลเซีย เม็กซิโก โมซัมบิก พมา เนปาล ไนจีเรีย ปากีสถาน ฟลิปปนส โรมาเนีย รวันดา 

ซาอุดิอาระเบีย สิงคโปร แอฟริกาใต ศรีลังกา สวิสเซอรแลนด แทนซาเนีย โตโก ตูนิเซีย ตุรกี เติรกเมนิ

สถาน ยูกันดา ยูเครน สหอาหรับเอมิเรต สหราชอาณาจักร สหรัฐ เวียดนาม และแซมเบีย (Asia Regional 

Aquatic Animal Health Programme, 2017)  

เม่ือเร็วๆ นี้ มีการรายงานการใหมีการเฝาระวังของไวรัส TiLV ในประเทศไทย และไดมีการ

พัฒนาการตรวจสอบดวยวิธี semi-Nested RT-PCR ซ่ึงสามารถตรวจสอบและไดผลอยางรวดเร็ว (Dong 

et al. 2017) นอกจากนี้กลุมตัวอยางท่ีเก็บสะสมจากการระบาดของโรคในโรงเพาะฟกหลายแหงใน

ประเทศไทย ในชวงป พ.ศ. 2555-2557 ยังไดรับการทดสอบพบวาใหผลเปนบวกของไวรัส TiLV (ขอมูลท่ี

ไมไดเผยแพร) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการพบของไวรัส TiLV ในประเทศไทยมีมากอนท่ีไวรัสจะกลายเปนท่ีรูจัก

ในป 2556 สวนสาเหตุการเกิดโรคยังไมทราบแนชัด 

Surachetpong และคณะ (2017) ไดทําการตรวจสอบการระบาดของโรคในปลานิลดําและปลา

นิลแดง ท่ีตายโดยไมทราบสาเหตุ จํานวน 32 ฟารมในชวง ป 2015-2016 (แตละฟารมมีอัตราการตาย

มากกวา 1 %) ในภาคกลาง ภาคตะวันตก และตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย เปนปลาท่ีตาย

หลังจากลงเลี้ยงในกระชังแลว 1 เดือน มีขนาดตั้งแต 1-50 กรัม มีอัตราการตายท่ี 20-90% และการตาย

จะมีความสัมพันธกับการติดเชื้อแทรกซอนของแบคทีเรียและปรสิต มีอัตราการตายสูงสุดภายใน 14 วัน

หลังจากพบปลาตายครั้งแรก และจากการนําตัวอยางสมองของปลาท่ีตายไปตรวจสอบหาสาเหตุการติดเชื้อ

ไวรัส TiLV พบวาใหผลเปนบวกของการติดเชื้อ TiLV จากวิธีการทางพีซีอาร จํานวน 6 ยีน (โดยใชไพรเมอร
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ท่ี ผ านการออกแบบจากฐานขอมูล ใน  genebank: accession no. KX631921–36) และจากการ

เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อจากประเทศไทยกับประเทศอิสราเอล พบวาองคประกอบ

ทางพันธุกรรมของไวรัส TiLV ตัวใหมท่ีเกิดในประเทศไทยนี้คลายคลึงกับยีนของ orthomyxoviruses ท่ี

ตีพิมพกอนหนานี้ และเปนไวรัสกลุมอารเอ็นเอไวรัส ซ่ึงจากผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาไวรัสท่ีแยกไดจาก

ประเทศไทยมีความคลายคลึงกันกับ TiLVจากอิสราเอล และบงชี้วาไวรัสนี้กระจายอยูท่ัวทวีป เนื่องจากมี

การเลี้ยงปลานิลเปนหลัก การควบคุม TiLV ควรไดรับการปองกันและพัฒนาอยางตอเนื่อง เชน การปองกัน

ดานความปลอดภัยทางชีวภาพท่ีเขมงวด การพัฒนาวัคซีน และการเลือกพันธุปลานิลท่ีใหความตานทาน 

ลักษณะอาการของปลาท่ีติดเชื้อ จะพบบาดแผลถลอกท่ีผิวหนัง และเกิดเปนแผลหลุมท่ีมีการ

กระจายหลายจุดจนถึงขยายเปนแผลขนาดใหญ เลนสตาขาวขุน และตาจมบุมลงในเบาตา (Eyngor et al., 

2014) ปลาท่ีเปนโรคยังแสดงอาการสูญเสียการทรงตัว เคลื่อนไหวชา เบื่ออาหาร สีลําตัวซีด และตายใน

ท่ีสุด (Dong et al., 2017) ลักษณะทางพยาธิสภาพของสมอง พบการบวมน้ํา มีเลือดออกท่ีเสนประสาท

รับแสงในเยื่อหุมสมอง มีเลือดค่ังจากเสนเลือดฝอยแตกในสมอง เนื้อสีขาวและเนื้อเทา สวนการ

เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของตับ พบการบวมของเนื้อเยื่อตับ และเกิดการแยกของเนื้อเยื่อตับ (Dong 

et al., 2017) 

 

Aeromonas hydrophila  

เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางแทง ไมสรางสปอร เปนแบคทีเรียท่ีมี ความแตกตางขอระดับความ

รุนแรงสูงในแตละ Serotype (ชาญณรงค มปป) โรคท่ีเกิดจากเชื้อแอโรโมแนส เปนโรคท่ีมีกอใหเกิดความ

เสียหายทางเศรษฐกิจและมักพบบอยในบอท่ีเลี้ยงโดยใหอาหารสดหรือการเลี้ยงแบบผสมผสาน จะพบเชื้อ

แบคทีเรียนี้ในแหลงน้ําท่ีมีสารอินทรียปริมาณสูง สาเหตุเหนี่ยวนําใหปลาติดเชื้อ ไดแก ความเครียดหรือการ

บาดเจ็บจากการขนสงการเคลื่อนยาย ปริมาณออกซิเจนท่ีต่ํา การใหอาหารท่ีมีคุณภาพไมเหมาะสมรวมท้ัง

บาดแผลท่ีเกิดจากปรสิต ปลาติดเชื้อจะวายน้ําเฉ่ือยชา ไมกินอาหาร ครีบกรอน มีการตกเลือด เกิด

บาดแผล ทองบวม ตับเหลืองมีการตกเลือดบริเวณลําไส (ชนกันต 2556) 
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รูปท่ี 2 ลักษณะภายนอกของปลานิลท่ีติดเชื้อ A. hydrophila (a) ตาขุนมัว (b) บาดแผลท่ีผิวหนัง  

(c) การตกเลือดบนผิวหนัง (d) เกล็ดหลุดรอน (El-Barbary, 2017) 
 

Flavobacterium columnare 

โรคคอลัมนาริส เกิดจากเชื้อฟลาโวแบคทีเรียม (F. columnare) ชื่อเดิมคือ แฟลกซิแบคเตอร 

(Flexi-bacter columnaris) โรคนี้ มักเกิดจากปจจัยตางๆ เหนี่ยวนํา เชน ความเครียดจากการขนสง 

โดยเฉพาะในชวงหนารอน และการเปลี่ยนแปลงอากาศกะทันหันอาการทางคลินิก ลําตัวปลามีสีดางซีดเปน

แถบๆ มีเมือกมาก ครีบและเหงือกกรอน อาจมีสีเหลืองเกิดข้ึนบริเวณบาดแผลการปองกันการระบาดของ

โรค ทําไดโดยการลดความบอบช้ําจากการจับและคัดขนาดปลาไมเลี้ยงปลาหนาแนนเฝาระวังอยาให

ปริมาณออกซิเจนในน้ําต่ํา (ชนกันต 2556) 
 

 
 

รูปท่ี 3 ลูกปลานิลหางกรอนจากการติดเชื้อแบคทีเรียฟลาโวแบคทีเรียม (ชนกันต 2556) 

 

Streptococcus agalactiae 

โรคติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส (Streptococcus spp.) อาการของปลาท่ีเปนโรคมีตาขุน

ขาวและโปนไมคอยวายน้ํา ลอยนิ่ง บางตัววายน้ําควงสวาน ชองขับถายบวมแดง พบระบาดรุนแรงในหนา
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รอน สามารถทําใหปลาตายจํานวนมากในเวลาอันสั้นหากมีการติดเชื้อรุนแรง Mian et al. (2009) รายงาน

วา อัตราการตายจากโรคนี้พบสูงเม่ืออุณหภูมิน้ําสูงกวา 26 °C โรคติดเชื้อนี้สามารถติดตอจากปลาท่ีเปน

โรคท่ีอาศัยอยูในบอหรือกระชัง มีรายงานวิจัยหลายชิ้นท่ีพยายามพัฒนาวัคซีนเพ่ือปองกันโรคติดเชื้อ

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

ยังไมชัดเจน บางวัคซีนจะปองกันโรคไดจําเพาะ S. iniae แตไมปองกันโรคติดเชื้อจาก S. agalactiae 

(Evans et al., 2004)  

 

 
 

รูปท่ี 4 ปลานิลมีตาโปนขุนขาว เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียสเตรปโตคอคคัส (ชนกันต 2556) 

 

สําหรับวัคซีนปลานิลในประเทศไทย นิลุบลและคณะ (นิลุบล และคณะ 2549) ทดลองใหวัคซีน

เชื้อตายแกปลานิลท่ีเลี้ยงในกระชัง ในแมน้ําชี จ.มหาสารคาม พบวา ปลาท่ีไดรับวัคซีนมีอัตรารอดสูงกวา

ปลาท่ีไมไดรับวัคซีนสํานักงานกองทุนสนับสนุนงานวิจัย (สกว.) ไดยกยองผลงานวิจัยวัคซีนปองกันโรค 

สเตร็ปโตค็อกโคซิสในปลานิลภายใตการควบคุมของ ดร.เจนนุช วองธวัชชัย จากคณะสัตวแพทยศาสตร

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนผลงานวิจัยเดนประจําป 2553 (สํานักงานสารสนเทศ จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย 2553) ผลจากการวิจัยนี้ทําใหไดวัคซีนท่ีสามารถฉีดเขาไปในตัวปลานิลขนาดตัวตั้งแต 10 

กรัม ไปจนถึงระดับปลาพอพันธุแมพันธุจากการใชวัคซีนดังกลาวสามารถสรางภูมิคุมกันโรคไดนานไมต่ํา

กวา 6 เดือน ซ่ึงเพียงพอตอระยะเวลาการเลี้ยงจนถึงขนาดตลาดซ่ึงมักจะใชระยะเวลาประมาณ 4-5 เดือน 

โดยมีตนทุนคาวัคซีนเพ่ิมข้ึนเพียงตัวละ 50 สตางคเทานั้น ในขณะท่ีลูกปลาท่ีไดรับการฉีดวัคซีนปองกันมี

โอกาสรอดจากการเลี้ยงในกระชังถึงรอยละ 80-87 จัดวาคุมคาทางเศรษฐกิจอยางมาก เปนทางออกท่ีดี

สําหรับเกษตรกรผูเลี้ยงปลานิล และเปนแนวทางในการลดการใชสารเคมีและยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงปลา

นิล 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

 

 

1. การเก็บตัวอยางปลานิล 

ตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาติดเชื้อไวรัส TiLV จากกระชังปลานิลในแมน้ําตาป ใชวิธีสุมตัวอยางแบบ

เฉพาะเจาะจง (purposive sampling) โดยจะเก็บตัวอยางจากฟารมปลานิลท่ีเคยมีประวัติวาติดเชื้อไวรัส 

TiLV (อางอิงขอมูลจากงานวิจัยกอนหนาเรื่อง ประสิทธิภาพการตรวจเชื้อ Tilapia lake virus (TiLV) ใน

ปลานิลดวยวิธี nested RT-PCR และ semi-nested RT-PCR) จํานวน 28 ตัว โดยเก็บตัวอยางปลาท่ีมี

อาการภายนอกคือ พบบาดแผลถลอกท่ีผิวหนัง และเกิดเปนแผลหลุมท่ีมีการกระจายหลายจุดจนถึงขยาย

เปนแผลขนาดใหญ เลนสตาขาวขุน และตาจมบุมลงในเบาตา ปลาสูญเสียการทรงตัว เคลื่อนไหวชา เบื่อ

อาหาร สีลําตัวซีด ทําใหปลาตายอยางสงบโดยฉีด ให MS-222 เกินขนาด เขาไปท่ีสมองของปลา ตรวจสอบ

การตายของปลาโดยสังเกตวาไมมีการขยับของเหงือกเปนเวลา 2 นาที จากนั้นเก็บตัวอยางโดยแยกเอา

เฉพาะอวัยวะเปาหมายคือ ตับ มาม ไต และสมอง ดวยอุปกรณผาตัดท่ีปลอดเชื้อ และเทคนิคปลอดเชื้อ 

สวนของสมองแยกใสใน TRIzol reagent (Invitrogen) และนําไปแชในตู -80 °C จนกวาจะนําไปสกัดอาร

เอ็นเอ สวนตับ มาม ไต เก็บรวมกัน แชในตู -20 °C จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ ซากของปลาท่ีเหลือนําไป

ทําลายท้ิงดวยวิธีการเผา 

นําสมองของปลามาสกัดอารเอ็นเอ จากนั้นตรวจยืนยันการติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี semi-

nested RT-PCR แลวเอาเฉพาะปลาท่ียืนยันแลววาติดเชื้อไวรัส TiLV จริงเทานั้น ไปตรวจสอบการติดเชื้อ

แบคทีเรียตอไป 

 

2. การสกัดอารเอ็นเอ 

สกัดอารเอ็นเอตามคูมือการสกัดจากบริษัท ของ TRIzol reagent โดยมีข้ันตอนคราวๆ ดังนี้ บด

ตัวอยางอวัยวะใน TRIzol reagent แลวนําไปปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 10 นาที เก็บ

ของเหลวใสสวนบนถายใสหลอดใหม เติมคลอโรฟอรม 0.2 มล. เขยาอยางแรง แลววางไวท่ีอุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 3 นาที นําไปปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที ดูดของเหลวสวนบนใสหลอด

ใหม เติม isopropanol 0.5 มล. ผสมใหเขากัน แลวนําไปวางไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C เปนเวลา 30 นาที นําไป

ปนท่ี 12,000xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที เก็บตะกอนอารเอ็นเอ และลางตะกอนดวย 70% 

ethanol ปริมาตร 0.5 มล. นําไปปนท่ี 7500xg ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที เทของเหลวท้ิง ระเหย

ของเหลวออก ละลายตะกอนอารเอ็นเอในน้ําปราศจาก RNase วัดปริมาณอารเอ็นเอดวยเครื่อง 

Nanodrop Spectrophotometers 

 

 

 



9 

 

3. การสกัดดีเอ็นเอ 

เม่ือเลี้ยงเชื้อครบเวลา 16 ชั่วโมง ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียท้ังหมดดวยวิธีการตม 

(ดัดแปลงจาก Pathmanathan et al., 2003) โดยนําไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้นละลายตะกอนเซลลในน้ํากลั่น 200 ไมโครลิตร แลว

นําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที เม่ือครบเวลานําไปแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุน

เหวี่ยงอีกครั้งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที สวนใสท่ีไดจากการหมุนเหวี่ยงนี้จะถูกและ

เก็บรักษาไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนในการทําพีซีอารตอไป 

 

4. การตรวจสอบการติดเช้ือ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR 

นําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากขอ 2. มาทํา One step RT-PCR โดยใชไพรเมอร 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 แลวนําไปทําการ

ตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose gel electrophoresis จนไดแถบของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ และมี

ขนาดตรงกับท่ีออกแบบไว 

นําผลิตผลท่ีไดจากการทํา One step RT-PCR มาทําพีซีอารอีกครั้งโดยใชไพรเมอร TiLV inner-F: 

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

การตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose gel electrophoresis จนไดแถบของดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ และมี

ขนาดตรงกับท่ีออกแบบไว 

 

5. การตรวจการติดเช้ือแบคทีเรีย S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare ดวยวิธี 

PCR 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทําพีซีอารโดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะกับเชื้อแตละตัวคือ สําหรับเชื้อ S. 

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

GTTAACTTGAGC สําหรับเชื้อ A. hydrophila ไพรเมอรท่ีใชคือ 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) ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 1 ไมโครลิตร, forward primer ท่ีความเขมขน 10 ไมโคร

โมลาร 1 ไมโครลิตร, reverse primer ท่ีความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร และ 5x PCR 

master Mix (GeneMark, Taiwan) 5 ไมโครลิตร สภาวะพีซีอารท่ีใชคือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที จํานวน 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จํานวน 1 รอบ ใน แลวนําไปตรวจสอบผลโดยการทํา 1.5% agarose 

gel electrophoresis 

 

6. การวิเคราะหขอมูล 

ผลการทดสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี  Nested RT-PCR และ การติดเชื้อแบคทีเรีย S. 

agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare ดวยวิธี PCR จะแสดงในรูปแบบของผลิตผลพีซีอาร

เทียบกับ 100 bp markers ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
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ผลและการอภิปรายผล 

 

 

1. การตรวจสอบการติดเช้ือ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR 

 รอบท่ี 1 ทําการเก็บตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาจะติดเชื้อไวรัส TiLV มาจํานวน 22 ตัว นําตัวอยาง

ปลาท้ังหมดมาตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR พบวามีปลาท่ีติดเชื้อ 9 ตัว ไดแก ปลา

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

 

 
 

รูปท่ี 5 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี Nested RT-PCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-22 = ผลิตภัณฑ Nested RT-PCR ท่ีใชอารเอ็นเอจากสมองของตัวอยางท่ี 1-22 ตามลําดับ 

 

 
 

รูปท่ี 6 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ในตัวอยางปลานิล 6 ตัว ดวยวธิี Nested RT-PCR 
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M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ Nested RT-PCR ท่ีใชอารเอ็นเอจากสมองของตัวอยางท่ี 1-6 ตามลําดับ 

 

 รอบท่ี 2 ทําการเก็บตัวอยางปลานิลท่ีสงสัยวาจะติดเชื้อไวรัส TiLV มาจํานวน 6 ตัว นําตัวอยาง

ปลาท้ังหมดมาตรวจสอบการติดเชื้อ TiLV ดวยวิธี Nested RT-PCR พบวามีปลาท่ีติดเชื้อ TiLV 4 ตัว ไดแก 

ปลาตัวท่ี 2, 4, 5 และ 6 โดยไดแถบดีเอ็นเอขนาด 307 bp ดังแสดงในรูปท่ี 6 

 

2. การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นท่ีสกัดไดดวยวิธี PCR 

รอบท่ี 1 นําไตของตัวอยางท้ัง 22 ตัว ไปสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นทําการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็น

เอท่ีสกัดได โดยการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ดวยวิธีพีซีอาร ผลปรากฏวาตัวอยางท่ี 11, 12, 13, 16, 20, 

21 และ 22 ไมมีแถบดีเอ็นเอขนาด 111 bp ของยีน 18s rRNA ข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 7 นั่นหมายความวาดี

เอ็นเอของตัวอยางท่ี 11, 12, 13, 16, 20, 21 และ 22 ไมสามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาได ดังนั้นตัวอยางท่ี

ติดเชื้อไวรัส TiLV ท่ีจะนําไปตรวจสอบการติดเชื้อของแบคทีเรียตอจึงเหลือเพียง 6 ตัวอยาง คือ 3, 4, 6, 

10, 14 และ 15 

 

 
 

รูปท่ี 7 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอของปลานิล 22 ตัว ดวยวิธี PCR 
 

M = 100 bp marker 

1-22 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-22  

    ตามลําดับ 
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รอบท่ี 2 นําเหงือก และไตของตัวอยางท้ัง 6 ตัว ไปสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นทําการตรวจสอบคุณภาพ

ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ดวยวิธีพีซีอาร ผลปรากฏวามีแถบดีเอ็นเอขนาด 

111 bp ของยีน 18s rRNA ข้ึนในทุกตัวอยาง แสดงวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดทุกตัวอยางมีปริมาณมากพอท่ีจะ

นําไปตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรียตอไป ดังแสดงในรูปท่ี 8 

 

 
 

รูปท่ี 8 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิล 6 ตัว ดวยวิธ ีPCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

7-12 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน18s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

 

 จากนั้นนําตัวอยางท้ังหมดมาตรวจสอบการมีอยูของแบคทีเรีย โดยการเพ่ิมจํานวนยีน 16s rRNA 

ซ่ึงเปนยีนท่ีออกแบบมาใหมีความจําเพาะกับ 16s rRNA ของแบคทีเรียทุกชนิด ดวยวิธี PCR ผลปรากฏวา

ในเหงือก พบแถบดีเอ็นเอของ 16s rRNA ขนาด 168 bp ในทุกตัวอยาง แสดงใหเห็นวามีเชื้อแบคทีเรียอยู

ท่ีเหงือกของปลานิลท้ัง 6 ตัว ในขณะท่ี ในไต พบแถบดีเอ็นเอของ 16s rRNA ในตัวอยางท่ี 1 และ 4 

เทานั้น ดังแสดงในรูปท่ี 9 แสดงใหเห็นวามีการติดเชื้อแบคทีเรียท่ีบริเวณไตของปลานิลตัวท่ี 1 และ 4 

เทานั้น แตไมสามารถบอกไดวาเปนแบคทีเรียชนิดใด  
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รูปท่ี 9 ผลการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไต 

ของปลานิล 6 ตัว ดวยวิธ ีPCR 
 

M = 100 bp marker 

N = negative control 

1-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

7-12 = ผลิตภัณฑ PCR ของยีน16s rRNA ในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิล ตัวอยางท่ี 1-6  

ตามลําดับ 

 

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

    ดวยวิธี PCR 

 รอบท่ี 1 เม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดจากไตของปลานิลท้ัง 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) ผลปรากฏวามีเพียงตัวอยางเดียวท่ีติดเชื้อ A. hydrophila 

คือตัวอยางปลาตัวท่ี 4 ซ่ึงใหแถบดีเอ็นเอของ AH ขนาด 216 bp ในขณะท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอของ SA และ 

FC ในตัวอยางใดเลย ดังแสดงในรูปท่ี 10 ซ่ึงจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาตามธรรมชาติ สามารถพบ

การติดเชื้อรวมกันระหวางไวรัส TiLV และแบคทีเรีย A. hydrophila ได  

รอบท่ี 2 เม่ือนําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเหงือกและไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ซ่ึงมี

ท้ังหมด 4 ตัว ตรวจตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียโดยเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA พบวาในเหงือกเปนบวกทุก

ตัวอยาง แตเนื่องจากเหงือกเปนสวนท่ีสัมผัสกับสิ่งแวดลอมภายนอก และเปนสวนท่ีคอยดักจับเชื้อโรคไมให

เขาสูรางกายของปลา ดังนั้น การพบวามีแบคทีเรียอยูท่ีเหงือกของปลาทุกตัวจึงเปนสิ่งท่ีเกิดข้ึนได ในสวน
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ของไตซ่ึงเปนอวัยวะภายใน การพบแบคทีเรียท่ีไตเปนการบงบอกถึงการติดเชื้อของปลา และเม่ือนําไตของ

ปลาท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV มาตรวจสอบยีน 16s rRNA พบวามี 2 ตัว ท่ีใหผลเปนบวก แตเม่ือนํามาตรวจสอบ

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

(FC) ผลปรากฏวา ไมพบการติดเชื้อแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดในตัวอยางใดเลย (ไมแสดงรูป) นั่นหมายความวามี

การติดเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare รวมกับการติด

ไวรัส TiLV เกิดข้ึนในปลาท้ังสองตัว 
 

 

 

 
 

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

ไตของปลานิลท่ีติดเชื้อไวรัส TiLV ดวยวิธี 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

รวมของเชื้อไวรัส TiLV และแบคทีเรีย A. hydrophila 1 ตัว คิดเปน 10% และมีการติดเชื้อรวมของเชื้อ

ไวรัส TiLV และแบคทีเรียชนิดอ่ืน ท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 2 ตัว 

(ไมสามารถระบุไดวาเปนเชื้ออะไร) คิดเปน 20%  
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สรุปผลการวิจัย 

 

 

 จากผลการวิจัยท้ังหมดสามารถสรุปผลการทดลองไดวา การติดเชื้อรวมตามธรรมชาติของเชื้อไวรัส 

TiLV และเชื้อแบคทีเรียสามารถเกิดข้ึนได โดยจากการทดลอง เปนการติดเชื้อรวมตามธรรมขาติของเชื้อ

ไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila จํานวน 10% และเปนการติดเชื้อรวมตามธรรมขาติของเชื้อ

ไวรัส TiLV และเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช S. agalactiae, A. hydrophila และ F. columnare อีก 

20% ซ่ึงการติดเชื้อรวมนี้จะสงผลใหปลามีอัตราการตายท่ีเพ่ิมสูงข้ึน แนวทางการปองกันท่ีดีในอนาคตจึง

ควรเปนวิธีการท่ีสามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อกอโรคไดหลายชนิดรวมกัน  
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