
บทที่ 3

ผลการทดลอง

1. ปริมาณปรสิต trypanosome ในกระแสเลือด

จากการทดลองฉีด trypanosome ใหกบัปลาดุกพันธุผสมจํ านวน 3 กลุมๆ ละ 10 ตัว 
โดยฉีด trypanosome ใหกับปลาตัวละ 1x107 ตัว/มิลลิลิตร 2 กลุม และ 1x105 ตัว/มิลลิลิตร        
1 กลุม สามารถพบปรสิต trypanosome คร้ังแรกในกระแสเลือดเมื่อเวลาผานไป 18 ชั่วโมง ปรสิต
มีการแบงตัวเพิ่มจํ านวนจนถึงจุดหนึ่ง หลังจากนั้นปรสิตจะเริ่มลดลงเรื่อยๆ จนไมพบในกระแส
เลอืด จากการนับจํ านวน trypanosome ทกุๆ 2 วัน เพื่อศึกษาจํ านวนปรสิตในกระแสเลือด พบวา
ปรสิตเพิ่มจํ านวนขึ้นเรื่อยๆ ถึงประมาณ 107-108 ตัว/มลิลิลิตร ใชเวลาประมาณ 3-5 วันหลังจาก
ฉีดปรสติ จากนั้นปรสิตจะเริ่มลดจํ านวนลง กระทั่งไมสามารถพบปรสิตในกระแสเลือดของตัวปลา 
โดยใชเวลาตัง้แต 3-9 วัน ข้ึนกับตัวปลา มีเพียง 1 ตัวเทานั้นที่ใชเวลาถึง 17 วัน แสดงดังรูปที่ 8, 9 
และ 10 และถาจํ านวน trypanosome สูงกวา 108 ตัว/มลิลิลิตร ปลาจะตาย

จากการฉีด trypanosome จ ํานวน 1x107 ตัว/มลิลิลิตร 2 กลุม ทํ าใหปลาตาย 5 และ 8 
ตัว (รอยละ 50 และ 80) แตสํ าหรับชุดการทดลองที่ฉีด trypanosome จ ํานวน 1x105 ตัว/มิลลิลิตร 
มปีลาตายเพยีง 2 ตัวเทานั้น (20 เปอรเซ็นต) ดังนั้นจึงเลือก trypanosome จ ํานวน 1x105             

ตัว/มลิลิลิตร เพื่อนํ าไปใชในการทดลองในหัวขอเร่ือง ความสามารถในการกํ าจัดเชื้อปรสิต
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รูปที่ 8  การเปลี่ยนแปลงของปรสิต trypanosome ในเลอืดปลาดุกพันธุผสม หลังจาก
ฉีด trypanosome 1x107 ตัว/มิลลิลิตร (ปลาตัวที่ 2, 5, 6, 8 และ 10 ตาย)
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รูปที่ 9  การเปลี่ยนแปลงของปรสิต trypanosome ในเลอืดปลาดุกพันธุผสม หลังจาก
ฉีด trypanosome 1x107 ตัว/มิลลิลิตร (ปลาตัวที่ 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9 และ 10
ตาย)
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รูปที่ 10  การเปลี่ยนแปลงของปรสิต trypanosome ในเลอืดปลาดุกพันธุผสม หลังจาก
ฉีด trypanosome 1x105 ตัว/มิลลิลิตร (ปลาตัวที่ 3 และ 8 ตาย)
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2. ผลการศกึษาลักษณะและปริมาณของเม็ดเลือดขาว

จากการศึกษาเลือดของปลาดุกพันธุผสมโดยการทํ า blood smear พบเม็ดเลือดขาว    
4 ชนดิดวยกนั ไดแก ทรอมโบซัยท ลิมโฟซัยท นิวโตรฟล และโมโนซัยท ในทุกกลุมทดลอง แตไม
พบเมด็เลือดขาวชนิดเบโซฟล และ อีโอซิโนฟล

ทรอมโบซัยท มรูีปรางยาวร ีและเปนรูปกระสวย โดยชนิดที่มีรูปรางยาวรี พบบอยที่สุด 
นวิเคลียสติดสีนํ้ าเงินเขม ไซโตพลาสซมึมเีพียงเล็กนอยติดสีนํ้ าเงินออน ดังแสดงในรูปที่ 11

ลมิโฟซัยท ไมมแีกรนลูในไซโตพลาสซึม มีรูปรางคอนขางกลม นิวเคลียสมีขนาดใหญ
เกือบเต็มเซลลติดสีนํ้ าเงินเขม ไซโตพลาสซึมมีนอยมากบางครั้งแทบมองไมเห็นติดสีนํ้ าเงินออน 
บางครัง้มลัีกษณะคลายเทาเทียมยื่นออกมา แสดงดังรูปที่ 12

นวิโตรฟล เปนเม็ดเลือดขาวที่มีแกรนูลในไซโตพลาสซึมซึ่งจะเห็นแกรนูลไมชัดเจน มี
รูปรางคอนขางกลม นิวเคลียสคอนขางกลมติดสีมวงหรือนํ้ าเงินเขม ถาเปนเซลลที่เจริญเต็มที่ 
นวิเคลยีสจะเปนรูปคลายเกือกมาเห็นไดชัดเจน ซึ่งนิวเคลียสจะอยูดานใดดานหนึ่งของเซลล แสดง
ดังรูปที่ 13

โมโนซัยท นวิเคลยีสมรูีปรางไมแนนอน ติดสีมวง เปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญที่สุด
ทีพ่บจากการศกึษาครั้งนี้ ไซโตพลาสซึมมีจํ านวนมากติดสีนํ้ าเงินจางๆ ภายในมีแวคคิวโอล สังเกต
เหน็ไดอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 14

ผลการศึกษาปริมาณเม็ดเลือดขาวในเลือดปลาดุกพันธุผสมหลังจากไดรับ sonicated 
antigen คร้ังสดุทาย 1 สัปดาห ไดแสดงในตารางที่ 1 เมือ่เปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของ
ปริมาณเมด็เลือดขาวกอนและหลังทดลองในแตละชุดการทดลอง ใหผลดังนี้ ในชุดควบคุม และ
กลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท มีจํ านวนโมโนซัยทหลังทดลองลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ           
(p<0.05) เชนเดียวกับกลุมที่ไดรับ sonicated antigen แตลดลงอยางไมมีนัยสํ าคัญ ขณะที่กลุมที่
ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท มีปริมาณเพิ่มข้ึน สวนนวิโตรฟล มีแนวโนม
เชนเดียวกับโมโนซยัท ปริมาณทรอมโบซัยท นวิโตรฟล และลมิโฟซัยท ระหวางกอนและหลังไดรับ
สารทดสอบไมมีความแตกตางกันทางสถิติ และเปรียบเทียบจํ านวนเม็ดเลือดขาวในระหวางกลุม
ทดลองทั้งกอนและหลังฉีด sonicated antigen พบวาไมมีความแตกตางกัน
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ตารางที่ 1  เปอรเซน็ตเม็ดเลือดขาวของปลาดุกพันธุผสมระหวางกอนและหลังไดรับ sonicated antigen 1

Control 2 Sonicated antigen Freund’s adjuvant 3 Sonicated antigen
+

 Freund’s adjuvant
กอน หลัง กอน หลัง กอน หลัง กอน หลัง

Thrombocyte 55.60±13.57 50.70±14.70 38.60±20.37 39.80±12.55 36.00±14.88 39.70±15.35 29.80±11.19 35.90±18.43

Lymphocyte 27.30±13.17 37.90±10.35 44.50±16.63 43.30±8.72 46.00±16.12 48.30±17.91 55.20±14.06 43.50±12.65
Neutrophil 10.90±4.46 8.60±7.92 13.40±11.37 13.40±13.34 13.40±6.50 11.00±8.33 12.50±8.83 17.00±14.76

Monocyte 5.20±2.35 a 2.80±2.10 b 3.70±2.98 3.20±3.77 3.40±2.32 a 0.70±0.67 b 2.40±2.46 3.30±2.36
1คาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของปลา 10 ตัว จากการทํ าซํ้ า 3 ซํ้ า
2คาเฉลี่ยมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p>0.05)
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รูปที่ 11  ลักษณะของเม็ดเลือดขาวชนิดทรอมโบซัยทที่พบในปลาดุกพันธุผสม

รูปที่ 12  ลักษณะของเม็ดเลือดขาวชนิดลมิโฟซยัท (ลูกศร)ที่พบในปลาดุกพันธุผสม

ทรอมโบซัยทรูปรีทรอมโบซัยทรูปกระสวย
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รูปที่ 13  ลักษณะของเม็ดเลือดขาวชนิดนวิโตรฟล (ลูกศร) ที่พบในปลาดุกพันธุผสม

รูปที่ 14  ลักษณะของเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซยัท (ลูกศร) ที่พบในปลาดุกพันธุผสม
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3.  การศกึษาความสามารถในการจับกิน (phagocytosis) ของเม็ดเลือดขาว

จากการศึกษาความสามารถในการจับกิน ของเม็ดเลือดขาวกับเชื้อ Candida albicans
โดยนบัเซลลทีม่กีารจับกินจากเซลลทั้งหมด 200 เซลล แสดงในตารางที่ 4 พบวา ในปลากลุมที่ถูก
กระตุนดวย sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนทมีคามากที่สุดคือ 28.00 เปอรเซ็นต 
รองลงมาไดแก ปลากลุมที่ถูกกระตุนดวย sonicated antigen ปลากลุมควบคุม และปลากลุมที่
กระตุนดวย Freund’s แอดจูแวนด มีคา 15.13 12.38 และ 9.63 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ จากการ
วิเคราะหความแตกตาง พบวากลุมที่ถูกกระตุนดวย sonicated antigen ผสม Freund’s          
แอดจูแวนทมคีวามแตกตางจากปลากลุมควบคุม ปลากลุมที่ถูกกระตุนดวย sonicated antigen
และปลากลุมที่กระตุนดวย Freund’s แอดจูแวนด อยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) แตปลาทั้ง 3 กลุมนี้
ไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติ

จากการนบัจ ํานวนเซลลทั้งหมดที่มีการจับกินในปริมาตร 10 ไมโครลิตรพบวา ใหผลไป
ในทศิทางเดยีวกับการคํ านวณเปนเปอรเซ็นต คือ ปลากลุมที่ถูกกระตุนดวย sonicated antigen 
ผสม Freund’s แอดจูแวนทมีคามากที่สุด เทากับ 174,500 เซลล/มิลลิลิตร รองลงมาคือ ปลากลุม
ทีถ่กูกระตุนดวย sonicated antigen กลุมควบคุม และกลุมที่กระตุนดวย Freund’s แอดจูแวนด มี
คา 103,250  55,300.00  8,500 เซลล/มิลลิลิตร ตามลํ าดับ และกลุมที่ไดรับ sonicated antigen 
ผสม Freund’s แอดจูแวนทมคีวามแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) จากกลุมควบคุม กลุมที่ได
รับ sonicated antigen และกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนทเพียงอยางเดียว

ตารางที่ 4  ความสามารถในการจับกิน Candida albicans ของเม็ดเลือดขาวปลาดุกพันธุผสม  
หลงัจากฉีดสารทดสอบ

กลุมทดลอง % phagocytosis เซลล/มิลลิลิตร

กลุมควบคุม 12.38 a 55,300.00 ab

sonicated antigen (SA) 15.13 a 103,250 a

Freund’s 9.63 a 8,500 b

SA + Freund’s 28.00 b 174,500 c

คาเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรเหมือนกันกํ ากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 
95 เปอรเซ็นต (P<0.05)
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รูปที่ 15  การจับกิน Candida albicans ของเม็ดเลือดขาวปลาดุกพันธุผสม

C. albican

เม็ดเลือดขาว
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4.  ความสามารถในการกํ าจัดเชื้อปรสิต

ผลการศึกษาความสามารถในการกํ าจัดปรสิต trypanosome ไดทํ าการทดลอง 3 คร้ัง 
คร้ังที ่ 1 ใชปรสิตที่ไดรับความรอน 100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และใชเบตา-กลูแคน         
(β-glucan) เปนแอดจูแวนท สวนการทดลองครั้งที่ 2 และ 3 ใช sonicated antigen และใช 
Freund’s เปนแอดจูแวนท

การทดลองครั้งที่ 1 หลงัจากทดลองฉีดปรสิต trypanosome 1.0x105 ตัว/มิลลิลิตร ให
กบัปลากลุมควบคุม กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen (HA) กลุมที่ไดรับเบตา-กลแูคน และกลุมที่
ไดรับ heat-killed antigen ผสมเบตา-กลแูคน เปนเวลา 1 วัน ไดนับจํ านวนปรสิตในกระแสเลือด
พบวา ทกุกลุมทดลองมีจํ านวนปรสิตมากกวาจํ านวนปรสิตที่ฉีดเขาไป โดยกลุมควบคุมมีอัตราการ
เพิม่รอยละ 91.07 กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen มคีารอยละ 89.66 กลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน
มคีารอยละ 97.02 และกลุมที่ไดรับ heat-killed antigen ผสมเบตา-กลแูคนมีคารอยละ 95.24 จะ
เห็นไดวากลุมที่ไดรับ heat-killed antigen มอัีตราการเพิ่มของปรสิตในวันแรกตํ่ าสุด จากการ
วเิคราะหขอมูลทางสถิติพบวา ในวันที่ 1 กลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน และ heat-killed antigen ผสม
เบตา-กลูแคนมีปริมาณ trypanosome มากกวากลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ heat-killed antigen
อยางมนียัส ําคญั สวนในชวงระหวางวันที่ 3 ถึงวันที่ 17 จํ านวนปรสิตในกระแสเลือดเฉลี่ยของทุก
กลุมทดลองไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) (ตารางที่ 5) และพบวา
กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen และ กลุมที่ไดรับเบตา-กลแูคนเพยีงอยางเดียว จํ านวนปรสิตจะ
ข้ึนสูงสุดภายหลังไดรับปรสิต 5 วัน โดยมีจํ านวน 1.26x108±1.01x108  3.20x108±1.92x108 และ 
4.05x108±1.70x108 ตัว/มิลลิลิตร ตามลํ าดับ และปรสติจะเริ่มลดจํ านวนลงในวันที่ 7 สวนกลุมที่
ไดรับ heat-killed antigen ผสมเบตา-กลแูคน มีจํ านวน trypanosome ในกระแสเลือดเฉลี่ยขึ้นสูง
สุดในวันที่ 3 คือ 1.69x108±5.38x107 ตัว/มลิลิลิตร และปรสิตจะเริ่มลดจํ านวนลงในวันที่ 5 (รูปที่ 
16) จากการสงัเกตจะเห็นวาโดยเฉลี่ยปรสิตจะแบงตัวเพิ่มจํ านวนขึ้นสูงสุดในวันที่ 5 พบวามีอัตรา
การเพิม่ข้ึนจากจํ านวนปรสิตที่ฉีด (1.0x105 ตัว/มลิลิลิตร) ดังนี้ กลุมควบคุมมีคารอยละ 99.92  
กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen มคีารอยละ 99.97 และกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนมีคารอยละ 
99.98 แตในกลุมที่ไดรับ heat-killed antigen ผสมเบตา-กลแูคนปรสิตกลับมีจํ านวนลดลงคิดเปน
รอยละ 97.95 ระยะเวลาในการกํ าจัดปรสิตจนไมสามารถตรวจพบไดในแตละกลุมทดลองมีคา
ใกลเคียงกันมากคือ อยูในชวง 15-17 วัน
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การทดลองที ่ 2 ทํ าการแบงกลุมทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 แตไมมีกลุมที่ไดรับ
แอดจูแวนท และใช Freund’s แอดจูแวนทแทนเบตา-กลแูคน ใหผลการทดลองดังนี้ จํ านวนปรสิต
ในวนัที่ 1 ของกลุมที่ไดรับ sonicated antigen และกลุมควบคุมมากกวาจํ านวนปรสิตที่ฉีดเขาไป 
(1.0x105 ตัว/มิลลิลิตร) มีคารอยละ 66.10 และ 94.76 ตามลํ าดับ ในขณะที่กลุมที่ไดรับ
sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท มีจํ านวนปรสิตนอยกวาปรสิตที่ฉีดเขาไป คือ 
1.64x104 ตัว/มิลลิลิตร คิดเปนรอยละ 83.3 จากการวิเคราะหทางสถิติพบวา กลุมที่ไดรับ
sonicated antigen และกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท มีจํ านวน
ปรสิตในกระแสเลือดนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) แตในวันที่ 3, 5, 7,…..,23 
ไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 6) และจะเห็นไดวา กลุมที่ไดรับ sonicated 
antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท มจี ํานวนปรสิตเฉลี่ยในทุกๆ วันนอยกวากลุมทดลองอื่น และ
กลุมที่ไดรับ sonicated antigen โดยเฉลีย่มคีาตํ่ ากวากลุมควบคุมเชนเดียวกัน นอกจากนี้ยังพบ
วา ปรสิต trypanosome ในปลากลุมควบคุมจะแบงตัวเพิ่มจํ านวนจนมีจํ านวนเฉลี่ยสูงกวากลุม
อ่ืนคือ 1.19x108±1.19x108 ตัว/มลิลิลิตร จากจํ านวนปรสิตที่ฉีด ขณะที่กลุมที่ไดรับ sonicated 
antigen เพยีงอยางเดียวมีจํ านวนปรสิต 4.63x106±4.34x106 ตัว/มิลลิลิตร โดยสูงสุดในวันที่ 5 
และปรสิตจะเริ่มลดลงในวันที่ 7 สวนกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท 
มจี ํานวนปรสิตเฉลี่ยสูงสุดเพียง 3.50x105±3.31x105 ตัว/มลิลิลิตร โดยขึ้นสูงสุดในวันที่ 3 และ
จ ํานวนปรสิตจะเริ่มลดลงในวันที่ 5 (รูปที่ 17)

ปลาสามารถกํ าจัด trypanosome ออกจากกระแสเลือดไดเร็วที่สุด ในเวลา 
11 วนั ซึง่พบในกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท สวนปลาที่ไดรับ
sonicated antigen เพยีงอยางเดยีวใชเวลา 15 วัน ขณะที่ปลากลุมควบคุมใชเวลาถึง 23 วัน ตาม
ลํ าดับ (รูปที่ 17) ในกลุมควบคมุ พบปลาตายเนื่องจากจํ านวนปรสิตขึ้นสูง 2 ตัว สวนกลุมที่ไดรับ
sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนทไมพบการตายของปลา 
นอกจากนี้กลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสมแอดจูแวนทมีปลาติดปรสิต trypanosome เพียง
4 ตัวจาก 10 ตัว สวนชุดการทดลองอื่นๆ พบวามีการติดเชื้อปรสิต trypanosome ในปลาทั้ง 10 
ตัว

การทดลองครั้งที่ 3 แบงกลุมทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 2 แตเพิ่มกลุมที่ไดรับ 
Freund’s แอดจูแวนท ใหผลการทดลองดังนี้ ทุกกลุมทดลองมีจํ านวนปรสิตในกระแสเลือดหลัง
จากไดรับปรสิต 1 วันมากกวาจํ านวนปรสิตที่ฉีดเขาไป ซึ่งกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนท มอัีตราการเพิ่มของปรสิตเมื่อเทียบกับจํ านวนที่ฉีดคือรอยละ 95.80 รองลง
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มาคือ กลุมที่ไดรับ sonicated antigen (รอยละ 96.09) กลุมควบคุม (รอยละ 98.54) และกลุมที่
ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท (รอยละ 99.42) ตามลํ าดับ จากการวิเคราะหทางสถิติพบวา หลังจาก
ไดรับปรสิต 1 วัน กลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท (2.38x106±

9.20x105 ตัว/มลิลิลิตร) มีจํ านวนปรสิตนอยกวากลุมควบคุม (6.86x106±2.37x106 ตัว/มิลลิลิตร) 
และกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท (1.72x107±3.88x106 ตัว/มิลลิลิตร) อยางมีนัยสํ าคัญ (p
<0.05) สวนกลุมที่ไดรับ sonicated antigen (2.56x106±3.94x105 ตัว/มลิลิลิตร) ก็มีจํ านวนนอย
กวากลุมควบคุมเชนกันแตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แตจํ านวนปรสิตเฉลี่ยในวันที่ 5, 7, 
9…,27 หลงัจากไดรับปรสิตพบวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติระหวางกลุมทดลอง ปลากลุม
ควบคมุมปีริมาณเชื้อข้ึนสูงสุดในวันที่ 5 มีจํ านวนปรสิตเทากับ 3.60x107±3.50x107 ตัว/มิลลิลิตร 
คิดเปนรอยละ 99.72 จากจํ านวนที่ฉีด และปรสิตเริ่มลดลงในวันที่ 7 ขณะที่กลุมที่ไดรับ
sonicated antigen  Freund’s แอดจูแวนท และ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท
ข้ึนสงูในวันที่ 3 และเริ่มลดในวันที่ 5 ซึ่งมีคา 4.60x107±3.10x107 ตัว/มิลลิลิตร (รอยละ 99.78) 
1.40x108±6.10x107 ตัว/มิลลิลิตร (รอยละ 99.93) และ 4.5x107±4.2x107 ตัว/มิลลิลิตร (รอยละ 
99.78) ตามลํ าดับ (ตารางที่ 7 และ รูปที่ 18)

จากการนบัจ ํานวนปรสิตหลังฉีดเชื้อปรสิต 1 วัน พบปลาที่ติดเชื้อปรสิตเฉพาะวันแรก
เทานัน้จ ํานวน 1 ตัว ในกลุมควบคุม จํ านวน 2 ตัวในกลุมที่ไดรับ sonicated antigen จ ํานวน 1 ตัว
ในกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท และ 6 ตัวในปลากลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม
Freund’s แอดจูแวนท
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ตารางที่ 5  ความสามารถในการกํ าจัดปรสิต trypanosome ของปลาดุกพันธุผสมหลังจากฉีด
heat-killed antigen (HA) และใชเบตา-กลูแคน เปนแอดจูแวนท

วนัที่ กลุมควบคุม
(106 ตัว/มิลลิลิตร)

HA
(106 ตัว/มิลลิลิตร)

เบตา-กลูแคน
(106 ตัว/มิลลิลิตร)

HA + เบตา-กลูแคน
(106 ตัว/มิลลิลิตร)

1 1.12±0.24 a1 0.96±0.21 a 3.36±0.76 b 2.10±0.48 b

3 45.90±19.00 a 196.00±41.10 a 224.00±90.70 a 169.00±53.80 a

5 126.00±101.00a 320.00±192.00 a 405.00±170.00 a 4.87±2.87 a

7 4.31±4.00 a 1.03±0.71 a 4.056±3.95 a 1.13±0.64 a

9 2.64±2.51 a 0.30±0.17 a 1.45±1.25 a 0.33±0.19 a

11 0.73±0.68 a 0.13±0.08 a 0.30±0.29 a 0.03±0.02 a

13 0.17±0.16 a 0.03±0.03 a 0.10±0.09a 0.08±0.06 a

15 0.01±0.01 a 0 a 0 a 0.05 ±0.04 a

17 0 a 0 a 0 a 0 a

        1คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 10 ตัว
      คาเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรเหมือนกันกํ ากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95    
      เปอรเซ็นต (p>0.05)
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รูปที่ 16  การเปลี่ยนแปลงปริมาณปรสิต trypanosome ในปลาดุกพันธุผสม เมื่อไดรับ
heat-killed antigen ใช β-glucan เปนแอดจูแวนท
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ตารางที่ 6  ความสามารถในการกํ าจัดปรสิต trypanosome ของปลาดุกพันธุผสมหลังจากฉีด
sonicated antigen (SA) และใช Freund’s เปนแอดจูแวนท

วนัที่ กลุมควบคุม 1
(106 ตัว/มิลลิลิตร)   

SA 1

(106 ตัว/มิลลิลิตร)
SA + Freund’s 2

(106 ตัว/มิลลิลิตร)
1 1.91±0.69 a 0.29±0.18 b 0.01±0.01 b

3 22.1±12.6 a 1.26±0.72 a 0.35±0.33 a

5 119±119 a 4.63±4.34 a 0.10±0.04 a

7 0.18±0.09 a 0.29±0.24 a 0.05±0.01a

9 0.12±0.06 a 0.13±0.09a 0.02±0.01 a

11 0.32±0.20 a 0.03±0.01 a 0 a

13 0.20±0.18 a 0.05±0.03a 0 a

15 0.05±0.05 a 0 a 0 a

17 0.01±0.01 a 0 a 0 a

19 0.01±0.01 a 0 a 0 a

21 0.001±0.001a 0 a 0 a

23 0 a 0 a 0 a

        1คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 10 ตัว
    2 คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 6 ตัว
      คาเฉลี่ยในแถวที่มีอักษรเหมือนกันกํ ากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต
      (p>0.05)
       แบงการทดลองออกเปน 3 กลุม กลุมควบคุม  กลุมที่ฉีด SA และ กลุมที่ฉีด SA ผสม Freund’s
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รูปที่ 17  การเปลี่ยนแปลงปริมาณปรสิต trypanosome ในปลาดุกพันธุผสม เมื่อไดรับ
sonicated antigen ใช Freund’ s เปนแอดจูแวนท
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ตารางที่ 7  ความสามารถในการกํ าจัดปรสิต trypanosome ของปลาดุกพันธุผสมหลังจากฉีด
sonicated antigen (SA) และใช Freund’s เปนแอดจูแวนท

วนัที่ กลุมควบคุม 3
(106 ตัว/มิลลิลิตร)

SA 2

(106 ตัว/มิลลิลิตร)
Freund’s 1

(106 ตัว/มิลลิลิตร)
SA + Freund’s 2

(106 ตัว/มิลลิลิตร)
1 6.86±2.37 a 2.74±2.37 a 17.00±4.33b 2.45±1.04 a

3 3.63±2.61 a 46.0±31.1 ab 140.00±61.0 b 45.00±42.00 ab

5 36.00±35.0 a 0.10±0.04 a 0.95±82.00 a 0.57±0.57 a

7 0.23±0.10 a 0 a 1.52±1.22 a 0.08±0.08 a

9 0.13±0.08 a 0 a 0.24±0.19 a 0.28±0.28 a

11 0.11±0.06 a 0 b 0.02±0.02 ab 0.28±0.28 ab

13 0.06±0.03 a 0 a 0.04±0.04 a 0 a

15 0.01± 0.01 a 0 a 0 a 0 a

17 0 a 0 a 0 a 0 a

     คาเฉลี่ยในแถวที่มีอักษรเหมือนกันกํ ากับ ไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต
     (p>0.05)
     1คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 10 ตัว
    2 คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 9 ตัว
      3คาเฉลี่ย±คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของปลา 7 ตัว
      แบงการทดลองออกเปน 4 กลุม กลุมควบคุม  กลุมที่ฉีด SA  กลุมที่ฉีด Freund’s และ กลุมที่ฉีด SA ผสม    
      Freund’s
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รูปที่ 18  การเปลี่ยนแปลงปริมาณปรสิต trypanosome ในปลาดุกพันธุผสม เมื่อไดรับ
sonicated antigen ใช Freund’ s เปนแอดจูแวนท
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5.  การตรวจหาแอนติบอดีตอปรสิต trypanosome ในซีรมักระตาย

จากการนํ าซีรัมกระตายที่ไดรับการฉีดดวย sonicated antigen 2 คร้ัง มาทํ าการตรวจ
สอบหาแอนติบอดีดวยวิธี Ouchterlony โดยเจือจางซีรัม และแอนติเจนที่ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 
ไมเจือจาง (undiluted) 1:2 1:4 1:8 1:16 และ 1:32 ไมพบปฏิกิริยาการตกตะกอนระหวาง
แอนติเจนทุกซีรัมกระตาย หลังจากนั้นนํ าซีรัมดังกลาวมาทดสอบโดยวิธี Dot-blot ELISA ซึ่ง
ทดลองแบบ checker board โดยใชแอนติเจนแบบ sonicated และ supernatant มาเจือจางที่
ความเขมขนตางๆ กันดังนี้ ไมเจือจาง 1:10 1:20 1:40 1:80 และ 1:160 เพือ่เลือกความเขมขนที่
เหมาะสมในการใชทดสอบหาระดับแอนติบอดี พบวาคาความเจือจางที่เหมาะสมคือ ความเขมขน
ทีไ่มเจือจาง ของ supernatant antigen

จากการนํ าซีรัมกระตายที่ไดรับการฉีดดวย sonicated antigen 3 คร้ังมาทํ าการตรวจ
สอบแอนติบอดีดวยวิธี Ouchterlony (double diffusion) พบปฏกิริิยาการตกตะกอนระหวาง
แอนติเจนกับซีรัมกระตาย เกิดแถบตะกอนเห็นไดชัดในซีรัมทีไ่มเจือจาง และเจือจาง 1:2 และนํ า
มาทดสอบโดยวิธี passive hemagglutination มคีาแอนติบอดีเทากับ 1:64 แตวิธีDot-blot ELISA 
มีคาแอนติบอดีไตเตอรเทากับ 1:80

รูปที่ 19  ปฏิกริยาระหวางแอนติเจนของปรสิต trypanosome กับซีรัมกระตาย
IRS หมายถึง ซีรัมกระตายที่ไดรับการฉีดดวยแอนติเจน
NRS หมายถึง ซีรัมกระตายกอนทดลอง
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6.  การตรวจหาปริมาณแอนติบอดีของปลาโดยวิธี passive hemagglutination

จากการทดลองที่แบงปลาทดลองออกเปน 3 กลุมดังนี้ กลุมควบคุม กลุมที่ฉีด 
sonicated antigen และ กลุมที่ฉีด sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท เมื่อนํ าซีรัม
ปลาดังกลาว มาตรวจหาคาแอนติบอดีไตเตอรที่จํ าเพาะกับปรสิต trypanosome โดยซีรัมที่นํ ามา
ทดสอบมา 3 ระยะคือ ระยะหลังจากไดรับ sonicated antigen 1 สัปดาห ระยะที่ตรวจไมพบ
ปรสิตในกระแสเลือด และระยะหลังจากที่ตรวจไมพบปรสิตในกระแสเลือดเปนเวลา 1 สัปดาห ให
ผลดังตารางที่ 6 คือ สามารถตรวจพบแอนติบอดีในซีรัมจากระยะหลังไดรับ sonicated antigen  
1 สัปดาห ของปลากลุมที่ถูกกระตุนดวย sonicated antigen มคีาเทากับ 1:8 และ sonicated 
antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนทมีคา 1:2 อยางละ 1 ตัวจากปลาทดลอง 10 ตัว สวน
แอนติบอดีในซีรัมของระยะที่ตรวจไมพบปรสิตในกระแสเลือด ตรวจพบในกลุมควบคุม และกลุมที่
ถกูกระตุนดวย sonicated antigen ซี่งมีคา 1:4 (1 ตัวใน 8 ตัว) และ 1:2 (1 ตัวใน 9 ตัว) ตาม
ลํ าดับ และแอนติบอดีจากระยะหลังจากตรวจไมพบปรสิตในกระแสเลือดเปนเวลา 1 สัปดาห 
สามารถตรวจพบเฉพาะในกลุมที่ไดรับการกระตุนดวย sonicated antigen ผสม Freund’s     
แอดจูแวนท เปนจํ านวน 3 ตัวใหคาแอนติบอดีไตเตอรดังนี้ 1:2 (1 ตัวใน 10 ตัว) และ 1:128 (2 ตัว
ใน 10 ตัว) ดังแสดงในตารางที่ 8

การตรวจสอบซีรัมปลาจากการทดลองที่แบงออกเปน 4 กลุมดังนี้ กลุมควบคุม กลุมที่
ฉีด sonicated antigen  กลุมที่ฉีด Freund’s แอดจูแวนท และ กลุมที่ฉีด sonicated antigen 
ผสม Freund’s แอดจูแวนท รวม 4 ระยะไดแก ซีรัมกอนทดลอง ซีรัมหลังไดรับ sonicated antigen 
ครบ 1 สัปดาห ซีรัมที่ตรวจไมพบปรสิตในกระแสเลือด และซีรัมหลังการฉีดปรสิตซํ้ า 
(rechallence) ใหผลการทดลองดังนี้ ไมพบแอนติบอดีในซีรัมปลากอนทดลองของทุกกลุมทดลอง 
สวนระยะหลังไดรับสารทดสอบ 1 สัปดาห มีคาแอนติบอดีไตเตอรเฉพาะกลุมที่ไดรับ sonicated 
antigen และกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนทมีคา 1:4 (1 ตัวใน 10 ตัว) และ 1:8 (2 ตัวใน 10 
ตัว) สวนกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท ไมพบแอนติบอดี และใน
ระยะที่ตรวจไมพบปรสิตในกระแสเลือด สามารถตรวจพบแอนติบอดีจากปลากลุ มที่ไดรับ
sonicated antigen เพยีงกลุมเดยีวเทานั้นและพบเพียงแค 1 ตัวจากปลา 8 ตัวมีคาเทากับ 1:2 
สวนคาแอนติบอดีในซีรัมหลังการฉีดปรสิตซํ้ ามีคา 1:2 และ 1:4 ของกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ
sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนทอยางละ 1 ตัวจากปลาทดสอบ 9 ตัว ดังแสดงใน
ตารางที่ 9
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ตารางที่ 8  แอนติบอดีไตเตอรโดยวิธี passive hemagglutination ของซีรัมปลาในชุดทดสอบ
ความสามารถในการกํ าจัดปรสิต (ไมมีกลุมที่ฉีด Freund’s)

หลังไดรับสาร
ทดสอบ
1 สัปดาห

หลังจากตรวจไมพบ
ปรสิตในกระแสเลือด

หลังจากตรวจไมพบปรสิต
ในกระแสเลือด 1 สัปดาห

กลุมควบคุม - (0/10)1 1:4 (1/8) - (0/8)
SA 1:8 (1/10) 1:2 (1/9) - (0/9)

SA+Freund’s 1:2 (1/10) - (0/10) 1:128 (2/10)
1:2 (1/10)

1 จํ านวนปลาที่เกิดแอนติบอดีตอจํ านวนปลาทั้งหมดที่นํ ามาทดสอบ

ตารางที่ 9  แอนติบอดีไตเตอรโดยวิธี passive hemagglutination ของซีรัมปลาในชุดที่ทดสอบ
ความสามารถในการกํ าจัดปรสิต

กอนทดลอง ห ลั ง ไ ด  รั บ ส า ร
ทดสอบ 1 สัปดาห

หลังจากตรวจไมพบ
ปรสิตในกระแสเลือด

หลั ง ได  รับการ
ฉีดปรสิตซํ้ า

กลุมควบคุม - (0/10) 1 - (0/10) - (0/9) 1:4 (1/9)
1:2 (1/9)

SA - (0/10) 1:4 (1/10) 1:2 (1/8) - (0/8)
Freund’s - (0/10) - (0/10) - (0/6) - (0/6)
SA +
Freund’s - (0/10) - (0/10) - (0/9) 1:4 (1/9)

1:2 (1/9)
1 จํ านวนปลาที่เกิดแอนติบอดีตอจํ านวนปลาทั้งหมดที่นํ ามาทดสอบ

7.  การตรวจหาแอนติเจนของปรสิต trypanosome ในซีรมัปลาโดยวิธี Dot-blot ELISA
เมื่อนํ าซีรัมปลาระยะกอนทดลองและระยะที่พบปรสิตในกระแสเลือด7 วนั (9 ตัว) 15 วัน

(2 ตัว) 30 วนั (1 ตัว) 45 วนั (1 ตัว) รวม 13 ตัวอยาง มาทดสอบหาแอนติเจนดวยวิธี Dot-blot
ELISA ไมพบตัวอยางซีรัมปลาที่ใหผลบวก (positive)
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8.  การศกึษาคุณสมบัติของ sonicated antigen โดยวิธี SDS-PAGE

นํ าปรสิต trypanosome มาทํ าใหเซลลแตกดวย sonicator (sonicated antigen) ที่มี
ความเขมขนเปน 2 เทาของ Mc Farland No.3 ซึ่งมีปริมาณโปรตีนเทากับ 1.92              
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มาศึกษาลักษณะโปรตีนโดยวิธีอิเล็กโตรโฟไลซีสแบบแปลงสภาพ (SDS-
PAGE) พบวามแีถบโปรตีน 3 แถบซึ่งมีขนาดโมเลกุลเทากับ 72.3 kDa 56.07-46.33 kDa และ 
32.30-24.00 kDa ดังแสดงในรูปที่ 19

รูปที่ 20  ลักษณะแถบโ
trypanosom
ประกอบดวย
Phosphoryla
(31,000) และ
แถวที ่1 และ 
แถวที่ 2 และ 
1         2          3          4
ครงสรางโปรตีนของ sonicated antigen ของปรสิต
e เปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (marker protein) ซึ่ง
 myosin (200,000) β -galactosidase (116,250)
se b (97,400) Ovalbumin (45,000) Carboric anhydase
 Trypsin inhibitor (21,500) ตามลํ าดับ
4  แถบโปรตีนมาตรฐาน
3  sonicated antigen
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