
บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

ในสิ่งแวดลอมธรรมชาติ การติดเชื้อปรสิต trypanosome ในตวัปลาเกิดขึ้นเมื่อมีปลิงที่มี
เชื้อปรสิต trypanosome มาดดูเลือดปลา โดยขณะที่กํ าลังดูดเลือดจะมีการถายทอดปรสิตใหแก
ตัวปลา หลงัจากนั้นปรสิตจะมีการแบงตัวเพิ่มจํ านวนในกระแสเลือดของตัวปลา (Woo, 1981) ซึ่ง
เป นลักษณะเดียวกับการทดลองครั้งนี้  แตการทดลองในครั้งนี้ทํ าให ปลาติดเชื้อปรสิต 
trypanosome โดยการฉีดตัวปรสิตเขาไป พบปรสิตในกระแสเลือดเปนครั้งแรกเมื่อเวลาผานไป 18 
ชัว่โมง หลังจากนั้นปรสิต trypanosome จะแบงตวัเพิม่จํ านวนขึ้นเรื่อยๆ กระทั่งมีจํ านวนประมาณ 
107-108 ตัว/มลิลิลิตร ปลาสวนหนึ่งที่ไมสามารถทนตอปรสิตไดก็จะตาย เชนเดียวกับการทดลอง
ของ Woo (1981) ทีพ่บวาในของเหลวหรือนํ้ าชองทองของปลาที่ตายมีปริมาณ trypanosome อยู
ประมาณ 4.3x107 ตัว/มลิลิลิตร สวนปลาที่รอดชีวิตก็จะมีความสามารถในการกํ าจัดปรสิตออก
จากกระแสเลือดได โดยปรสิตจะคอยๆ ลดจ ํานวนลงจนไมพบปรสิตในกระแสเลือด ซึ่งใชเวลาตั้ง
แต 9-27 วนัขึน้กบัตัวปลา แตการทดลองกอนหนานี้พบวาปลาทองใชเวลามากกวา 48 วัน (Lom, 
1973) ปลา plaice ใชเวลาประมาณ 70 วัน (Woo, 1981) และใชเวลามากกวา 65 วัน (Wang 
and Belosevic, 1994) นอกจากนี้ Wang และ Belosevic (1994) กลาววา การตายของปลาอาจ
ลดลงได ถาปลาไดรับปรสิตจํ านวนนอยลง โดยทดลองฉีด T. danilewskyi จ ํานวน 0.5x106      
1.0 x106 และ 2.0 x106 ตัว/มลิลิลิตร ใหกับปลาทองพบวามีอัตราการตายรอยละ 29.2  43.8 และ 
68.8 ตามล ําดบั ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้ พบวาเมื่อทดลองฉีดปรสิต trypanosome 
จ ํานวน 1.0x107 ตัว/มลิลิลิตร พบปลาตายรอยละ 50 และ 80 แตถาฉีดปรสิตจํ านวน 1.0x105  
ตัว/มลิลิลิตร พบปลาตายเพียงรอยละ 20 เทานั้น เชนเดียวกับการทดลองของ Nazrul Islam และ 
Woo (1991) ซึง่ไมพบการตายของปลาทอง ที่ไดรับ T. danilewskyi จ ํานวนนอย (3,800 ปรสิต/ตัว
ปลา) แตถาปลาไดรับจํ านวนปรสิตมากขึ้น (1.0x105 ปรสิต/มิลลิลิตร) ปลาก็จะตาย อาจเนื่องจาก 
ปรสิตปริมาณตํ่ าๆ ทํ าใหระบบภูมิคุมกันมีเวลาพอเพียงในการตอบสนองตอการติดเชื้อปรสิตและ
สามารถกํ าจัดปรสิตได

จากการศึกษาชนิดและปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวในเลือดปลาดุกพันธผสม กอนและ
หลังจากไดรับสารทดสอบ 1 สัปดาห สามารถตรวจพบเซลลเม็ดเลือดขาว 4 ชนิด ไดแก         
ทรอมโบซัยท ลิมโฟซัยท นวิโตรฟล และโมโนซยัท แตไมพบเม็ดเลือดขาวชนิดอีโอซิโนฟล และ      
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เบโซฟล ซึง่สอดคลองกับการศึกษาชนิดของเซลลเม็ดเลือดขาวในปลาดุกดานที่ไมพบเบโซฟล และ
อีโอซิโนฟล ในระบบการหมุนเวียนเลือด (ชะลอ และคณะ 2530) แตจากการศึกษาในปลากด
อเมริกัน (Williams and Warner, 1976) และปลาเทราท (Anderson, 1974) สามารถพบทั้ง       
เบโซฟล และอีโอซิโนฟล ในขณะที่ Fijan (2002) ศึกษาในปลากดอเมริกันดวย ปรากฎวาไมพบ  
เบโซฟล

การศึกษาจํ านวนเม็ดเลือดขาว พบวา จํ านวนเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท ในกลุม   
ควบคุม กลุมที่ไดรับ sonicated antigen และกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท มีจํ านวนลดลง 
โดยกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท มจี ํานวนโมโนซยัทลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ 
อาจจะเปนผลมาจาก โมโนซัยทออกไปยังบริเวณชองทองตรงที่ฉีดสาร เหมือนกับกลุมที่ไดรับ
sonicated antigen ที่ลดลงบาง แตไมมากเทากับกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับ Freund’s       
แอดจูแวนท แตกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท กลับมีปริมาณมาก
ข้ึน และพบวา จํ านวนของนวิโตรฟลกอนและหลังทดลองมีลักษณะเดียวกับโมโนซัยท แสดงวา 
sonicated antigen อาจมผีลไปกระตุนใหเซลลในระบบภูมิคุมกันเชน T-cell สรางสารไปกระตุน
ใหมีการสราง นิวโตรฟลและโมโนซัยทมากขึ้น เชน Granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) เชนเดยีวกับในสัตวชั้นสูง (สุทธิพันธ, 2529; Kanellos et al., 
1999) สวนจํ านวนลมิโฟซัยทในกลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนทจะลดลง ขณะที่กลุมอ่ืนเพิ่มข้ึน ซึ่งตางกับในสัตวชั้นสูงที่ ถาหากไดรับสาร
กระตุนภูมิคุมกัน จํ านวนลมิโฟซยัทจะเพิ่มข้ึน อาจเปนไปไดวาในปลา เมื่อถูกกระตุนดวยสารที่
เปนแอนตเิจนลมิโฟซัยทอาจเขาไปอยูในอวัยวะของระบบภูมิคุมกันเชน ไตสวนหนา และมาม

ผลการศึกษาความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือดขาวจากปลาที่ไดรับการฉีด
sonicated antigen พบวาปลากลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนท มีเปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซีสสูงกวากลุมควบคุม แสดงวา sonicated antigen
มผีลท ําใหเกิดกระบวนการจับกิน (phagocytosis) ดีข้ึน ซึง่เปนกระบวนการตอบสนองภูมิคุมกัน
แบบไมจํ าเพาะ (non-specific immunity) (ไหม, 2543) สวน Freund’s แอดจูแวนท ไมมีผลในการ
กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ เนื่องจากเปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซสี ต่ํ ากวากลุมควบคุม Kaushik 
(1999) กลาววา มาโครฟาจมีบทบาทในการตอตานโรค trypanosomiasis โดยไนตริกออกไซด 
(nitric oxide) ทีผ่ลิตโดยมาโครฟาจสามารถทํ าใหปรสิต trypanosome แตกสลาย

การศกึษาการหาแอนติเจนที่จะใชเปนวัคซีนในครั้งนี้มีการเตรียมแอนติเจน 2 แบบคือ 
ใชความรอน 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (heat-killed antigen) และการทํ าใหเซลลของ
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ปรสิตแตกโดยใชเครื่อง sonicator (sonicated antigen) พรอมทั้งผสมแอดจูแวนทคือ เบตา-     
กลูแคน (ผสมกับ heat-killed antigen) และ complete and incomplete freund’s oil adjuvant 
(ผสมกับsonicated antigen) แลวน ําไปฉีดใหปลา จากการทดลองใช heat-killed antigen พบวา
กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen มจี ํานวนปรสิตนอยที่สุด แตในกลุมที่ไดรับ heat-killed antigen
ผสมเบตา-กลแูคน กลบัมมีากกวากลุมควบคุม อยางไรก็ตามจํ านวนปรสิตในทุกกลุมทดลองมีคา
ใกลเคียงกัน แสดงวา heat-killed antigen ไมไดเพิ่มความสามารถในการกํ าจัดเชื้อปรสิต ซึ่งสอด
คลองกับการทดลองของ Evans และ Lumsden (1979 อางโดย Bienek et al., 2002) พบวา  
ปลาทองที่ไดรับ trypanosome ซึง่ฆาดวยความรอนไมประสบความสํ าเร็จในการปองกัน สวนการ
ทดลองใช sonicated antigen นัน้ พบวาจํ านวน trypanosome ในกระแสเลือด เปอรเซ็นตการติด
เชือ้และอัตราการเพิ่มข้ึนของกลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนท นอยกวากลุมควบคุม สวนการกํ าจัดเชื้อปรสิตจะดีกวาในกลุมควบคุมและ
กลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท แตไมมีความแตกตางกัน หลังจากไมพบปรสิตในกระแสเลือด 
1 สัปดาหทํ าการฉีดปรสิตซํ้ าจํ านวน 1.0x105 ตัว/มลิลิลิตร พบวาสวนใหญไมติดเชื้อปรสิตซํ้ า จาก
ปลา 32 ตัว มกีารติดเชื้อปรสิต 13 ตัว และมีเพียง 2 ตัวเทานั้นที่ติดเชื้อมากกวา 1 วัน ซึ่งสอด
คลองกับรายงานการศึกษาของ Woo (1981) กลาวไววา ปลาที่รอดชีวิตจากการติดเชื้อจะมี
ภูมคุิมกันเปนเวลานาน และไมกลับมาติดเชื้อปรสิตชนิดเดิมอีก

จากผลการทดลองทั้งหมดในครั้งนี้ยังไมอาจกลาวไดวาแอนติเจนที่ใชในการทดลองครั้ง
นี้สามารถใชเปนวัคซีนที่ดีได จึงควรมีการศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกันดานเซลลเพิ่ม หรืออาจ
ตองหาวธิเีตรียมแอนติเจนแบบอื่น เพื่อที่จะสามารถกระตุนใหเกิด immunoprotection ตอเจาบาน 
โดยนํ าไปใชประโยชนในการปองกันและควบคุมการเกิดโรค trypanosomiasis เชนรายงานการ
ทดลองพบวามีการใชสวนประกอบตางๆ ของปรสิต trypanosome เตรียมเปนแอนติเจนดังนี้ 
flagellar pocket antigen (Mkunza et al., 1995) excretory-secretory product (Bienek, 
2002) ทูบูลิน (tubulin) ทีแ่ยกไดจากแฟลกเจลลา (Lubega, 2002) แอนตเิจนที่เตรียมโดยการนํ า
ตัวปรสิตมาแชแข็ง-ละลาย (freeze-thraw) สลับกันหลายๆ คร้ัง (Cuna et al., 2002) และการแยก
โปรตนีสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 64 กิโลดาลตัน (kDa) จาก T. cruzi (Uzcanga et al., 2002) 
สํ าหรับแอดจูแวนท ทั้งเบตา-กลูแคน และ Freund’s แอดจูแวนท เพียงอยางเดียวไมสามารถ
เหนีย่วน ําใหเกิดภูมิตานทานตอปรสิตได โดยดูจากผลการทดลองเรื่องความสามารถในการการจับ
กนิของเมด็เลือดขาว และความสามารถในการกํ าจัดเชื้อ ซึ่งตางกับ Bayne และ Gerwick (2001) 
ทีก่ลาววา แอดจูแวนทเพยีงอยางเดียวสามารถชักนํ าใหเกิดการตานทานเชื้อโรค (pathogen) สูง 
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โดยสันนิษฐานวา อาจจะไปกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะที่อยูในรางกายมาแตกํ าเนิด 
(innate immune system)

เมื่ อนํ  าซีรั มปลาในระยะต  า งๆ  มาตรวจหาแอนติบอ ดี โดยวิ ธี  p a s s i v e  
hemagglutination พบวา ในระยะกอนทดลองไมพบคาแอนติบอดี และในแตละระยะใหคา
แอนติบอดีที่ต่ํ าคือ อยูในชวง 1:2-1:128 ซึง่แตกตางจากใช excretory-secretory ในการกระตุน
ปลาทอง เมื่อนํ าซีรัมมาตรวจสอบโดยวิธี ELISA ซึง่เปนวธิทีีม่ีความไวกวา พบวาปลาที่ถูกกระตุน
ดวย excretory-secretory ผสม Freund’s complete adjuvant หลงัจากไดรับการกระตุนครั้งที่ 2 
และ 3 มคีาการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึน 20 เทาจากกลุมควบคุม (Bienek, 2002) แตจากการศึกษาครั้ง
นี ้ ปริมาณแอนติบอดีที่พบจะแตกตางกันมาก ซึ่งไมสามารถอธิบายกลไกการเกิดแอนติบอดีในแต
ละกลุมการทดลอง อาจเนื่องจากปลาที่ใชในการทดลองครั้งนี้ แมวาจะซื้อจากบอเลี้ยงเดียวกัน แต
กไ็มสามารถแนใจไดวามาจากพอแมเดียวกันทั้งหมด ควรใชสัตวทดลองที่เปน inbred คือมีการ
ผสมพนัธุในพอแมเดียวกัน หรือครอบครัวอยางนอย 20 generation เพือ่ทีจ่ะไดมีลักษณะทาง
พนัธกุรรมเหมือนกัน อยางไรก็ตามปลาสามารถสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน trypanosome ที่ใช
ทดลองได

จากการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอปรสิต trypanosome คร้ังนี้พบวา สามารถผลิต
ได โดยการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของกระตายดวย sonicated antigen ผสมรวมกับ Freund’s 
แอดจูแวนท กระตายที่ถูกกระตุน 2 คร้ัง สามารถผลิตแอนติบอดีตอปรสิต trypanosome ไดต่ํ า
กวากระตายที่ไดรับการกระตุน 3 คร้ัง จะสังเกตเห็นวา ปริมาณแอนติบอดีตอ sonicated antigen
ของtrypanosome ทัง้ในปลา และกระตายใหคาไตเตอรที่คอนขางตํ่ า อาจเปนเพราะมีความเปน
แอนตเิจนทีไ่มดี และโครงสรางโมเลกุลที่ไมซับซอน แตไมใชเพราะมีโมเลกุลขนาดเล็ก เพราะจาก
การทํ า SDS-PAGE พบวาแอนตเิจนประกอบดวยโปรตีน 3 แถบ โดยมีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 
72.3  56.07-46.33 และ 32.30-24.00 kDa ซึง่คลายกับการศึกษาขนาดของโมเลกุลของแอนติเจน
ที่เปน soluble ของ T. cruzi ซึ่งเตรียมโดยนํ า trypanosome ไปแชแข็งที่อุณหภูมิ –20           
องศาเซลเซยีส หลงัจากนั้นนํ าออกมาตั้งทิ้งไวใหละลาย ทํ าเชนนี้สลับกัน 4 คร้ัง พบวาใหแถบ
โปรตีนอยูในชวง 14-100 kDa แตแอนติเจนสวนใหญของ T. cruzi จะมนีํ ้าหนักโมเลกุลสูงกวา 43 
kDa (Cuna et al., 2000)

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีเพื่อที่จะนํ ามาประยุกตใชในการตรวจหาแอนติเจนจาก    
ซีรัมปลา พบวาไมประสบผลสํ าเร็จ อาจเปนเพราะวา ปริมาณแอนติบอดีของกระตายตอปรสิต 
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trypanosome ที่ใชตรวจมีคาไตเตอรเพียง 1:80 เมื่อตรวจโดยวิธี Dot-blot ELISA หรือ 
trypanosome ชนดินี้ไมมีแอนติเจนในซีรัม
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บทที่ 5

สรุป

จากการศึกษาการผลิตวัคซีนและโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อปรสิต trypanosome 
ในปลาดุกพันธผสมครั้งนี้ สามารถสรุปไดวา
1. sonicated antigen รวมกับ Freund’s แอดจูแวนท ใหผลในการกํ าจัดปรสิตไดดีกวา heat-

killed antigen รวมกับเบตา-กลูแคน
2. sonicated antigen เพิม่ความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือดขาว และสามารถกระตุน

การสรางแอนติบอดีไดทั้งในปลา และกระตาย แตเปนปริมาณที่คอนขางตํ่ า
3. หลงัจากที่ปลาดุกพันธผสมเคยไดรับเชื้อปรสิต trypanosome ไมมีการติดเชื้อปรสิตซํ้ า หรือติด

เพยีง 1 วันหลังจากไดรับเชื้อ
4. โพลีโคลนอลแอนตบิอดีที่ผลิตเพื่อตรวจหาแอนติเจน ในซีรัมปลา พบวาไมสามารถตรวจพบ

แอนติเจนในซีรัมปลาโดยวิธี Dot-Blot ELISA


