
1

บทที่ 1

บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

เนื่องจากการเพิ่มของประชากรโลก สงผลใหความตองการอาหารโปรตีนเพิ่มมากขึ้น 
สัตวนํ้ าเปนแหลงอาหารโปรตีนที่ดีของมนุษย แตทรัพยากรในแหลงนํ้ าธรรมชาติลดนอยลง ทํ าใหมี
การพัฒนาและมีการขยายตัวของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าเพิ่มมากขึ้น ปริมาณของผล
ผลิตสัตวนํ้ าของโลกในป 2545 มีปริมาณ 3.6 ลานตัน รอยละ 84 ของผลผลิตทั้งหมดมาจาก       
เอเซีย การเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ าในเอเซียมีการขยายตัวรอยละ 5 ตอป โดยเฉพาะการเลี้ยงกุงกุลาดํ า 
ซึ่งเปนสินคาสงออกอันดับตนๆ ของประเทศ แตการเพาะเลี้ยงปลาก็เปนอีกอุตสาหกรรมหนึ่งที่มี
ความสํ าคัญทั้งการเพาะเลี้ยงปลาทะเลและปลานํ้ าจืด ผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงมีปริมาณเพิ่มข้ึน
ทุกๆ ป ปลาดุกนับเปนปลาที่มีมูลคาการผลิตสูง มีผลผลิตตอพื้นที่สูงสุดและยังใหผลผลิตตอปสูง
สุดอยูในระดับ 1-3 ตลอดมา โดยมีผลผลิตเฉลี่ยไมต่ํ ากวา 40,000 ตันตอป (อุทัยรัตน, 2544) ทั้ง
ยังมีการสงออกไปยังประเทศเพื่อนบาน ไดแก ลาว พมา มาเลเซีย และอินโดนีเซียอีกดวย โดย
ปกติประเทศไทยนิยมเลี้ยงในพื้นที่ปด เลี้ยงแบบหนาแนน (Intensive) ใหอาหารที่มากเกินไป ดวย
ความพยายามที่จะเพิ่มผลผลิตตอพื้นที่ เพื่อหวังผลตอบแทนที่คิดวาคุมคา จึงสงผลกระทบตอสุข
ภาพของปลาที่เลี้ยง ลักษณะทางสรีระวิทยา และยังทํ าใหสามารถติดเชื้อไดงาย จึงทํ าใหปลาดุก
พันธุผสมที่เลี้ยงมีปญหาเรื่องโรคเพิ่มมากขึ้นกอใหเกิดความเสียหายแกเกษตรกรผูเลี้ยง และอาจ
สงผลกระทบตอระบบเศรษฐกิจ โรคหนึ่งที่คนพบเมื่อไมนานมานี้ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในปลาดุก
พันธุผสมที่ใดมากอนคือ โรคที่เกิดจากเชื้อปรสิต trypanosome ตรวจพบโดยศูนยวิจัยสุขภาพสัตว
นํ้ า ภาควิชาวาริชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

Trypanosome เปนปรสิตที่พบในกระแสเลือด (blood parasite) ทํ าใหปลามีอาการ
เหงือกซีด ตาลึก ตัวผอม เสียการทรงตัว วายนํ้ าเฉียงๆ หรือวายนํ้ าวนรอบตัว การติดตอจากสัตว
หนึ่งไปอีกสัตวหนึ่งโดยปลิงเปนพาหะนํ าเชื้อ ปลาที่ติดเชื้อปรสิตชนิดนี้อาจเกิดการอุดตันของเสน
เลือดฝอย (ปภาศิริ, 2538 และ ประไพสิริ, 2538) และเกิดโรคโลหิตจาง (สุนทร, 2537) เนื่องจาก
ยังไมมีรายละเอียดเกี่ยวกับการติดโรคปรสิต trypanosome ชนิดนี้ในปลาดุกพันธุผสมมากนัก 
และจากที่กลาวมาจะเห็นไดวา ปรสิตชนิดนี้สงผลใหเกิดการตาย โดยอาการของโรคสวนใหญไม
ไดแสดงออกทางลักษณะภายนอกที่เห็นไดชัดเหมือนการติดเชื้อแบคทีเรียและการรักษาก็ยังไมมี
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รายงานเมื่อเทียบกับการติดเชื้อชนิดอื่น เนื่องจากการรักษาโรคสัตวนํ้ ามีการนํ าสารเคมีหลายชนิด
มาใช ในการเพาะเลี้ยงปลามากวา 20 ปแลว จึงทํ าใหการใชยาตานเชื้อจุลินทรียกลายมาเปน
ปญหาหลัก โดยยาปฏิชีวนะสงผลใหเกิดการตกคางของสารเคมีตางๆ ทั้งในสิ่งแวดลอมและในตัว
สัตวนํ้ าเอง ยาที่ตกคางเหลานี้อาจจะถายทอดมาสูมนุษยได และถูกจํ ากัดการใชจากนักอนุรักษส่ิง
แวดลอมในหลายประเทศเพราะเกรงวาเชื้อโรคอาจมีการพัฒนาสายพันธุเพื่อตานทานยาปฏิชีวนะ 
(Kruse and Sorum, 1994)ในปจจุบันจึงมีการใชสารกระตุนภูมิคุมกัน หรือการใชวิธีทางชีวภาพ 
ไดแก การใชจุลินทรีย สวนใหญใชในการบํ าบัดนํ้ าและใชเปนโปรไบโอติก (probiotic) และการใช
วัคซีน

การศึกษาการผลิตวัคซีนเพื่อนํ าวัคซีนที่ผลิตไดมาใชกระตุนภูมิคุมกันของปลาตอเชื้อ
ปรสิต นับไดวาวิธีนี้เปนวิธีที่ดีวิธีหนึ่งในการปองกันและควบคุมการระบาด และยังเปนการลดการ
ใชยาปฏิชีวนะลงดวย เนื่องจากที่ผานมายังไมมีการศึกษาการผลิตวัคซีนตอปรสิต trypanosome 
ดังนั้นจึงทํ าการทดลองศึกษาการใชแอนติเจนที่เตรียมจากตัวปรสิต trypanosome ไปกระตุน
ภูมิคุมกันในปลาดุกพันธุผสม เพื่อที่จะพัฒนาใชเปนวัคซีน และทํ าการศึกษาภูมิคุมกันในปลาภาย
หลังจากการไดรับแอนติเจน อีกทั้งไดทํ าการศึกษาการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal 
antibody) ตอปรสิต trypanosome เพื่อใชในการทดสอบหาแอนติเจนของปรสิต trypanosome
ในซีรัมปลา ซึ่งเปนวิธีการตรวจสอบปรสิตอีกวิธีหนึ่ง และเปนการยืนยันวาแอนติเจนที่ใชสามารถ
กระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในกระตายได โดยวิธีนี้จะสามารถตรวจสอบไดรวดเร็วและสามารถนํ าไป
ประยุกตใชในการปฎิบัติภาคสนามไดสะดวกกวาการใชกลองจุลทรรศน โดยการศึกษาในครั้งนี้จะ
เปนพื้นฐานของการศึกษาทางดานระบบภูมิคุมกันของสัตวนํ้ า และนอกจากนี้ยังจะสามารถนํ าไป
พัฒนาการศึกษาตอไปในอนาคต รวมทั้งเปนแนวทางในการลดอัตราการตายและเพื่อใหการเลี้ยง
ปลาชนิดนี้มีการพัฒนามากยิ่งขึ้น
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การตรวจเอกสาร

1.  Trypanosome
     1.1  อนุกรมวิธานและลักษณะทั่วไป

Phylum Protozoa
Class Flagellata

Order Protomonadina
Family Trypanosomatidae

Genus Trypanosoma
Trypanosome เปนปรสิตที่พบในกระแสเลือด (blood parasite) มีลักษณะลํ าตัวเรียวยาว มีรูป
รางคลายใบไม มีนิวเคลียสขนาดใหญ 1 อัน อยูตรงกึ่งกลางเซลล มีแฟลกเจลลา (flagella) 1 อัน 
โดยมีไคนีโตพลาสต (kinetoplast) เปนจุดกํ าเนิดของแฟลกเจลลา จากจุดนี้มีเนื้อเยื่อบางๆ คลาย
ครีบอยูตามดานขางของลํ าตัวเรียกแผนเยื่อบางๆ นี้วา อันดูเลตติ้ง เมมเบรน (undulating 
membrane) และมีแฟลกเจลลาทอดไปตามขอบนอกของอันดูเลตติ้ง เมมเบรน และสวนปลายยื่น
ยาวออกไปเปนเสนนอกลํ าตัวทางสวนหนา เรียกวา free flagella (Uilenberg, 1998)และบริเวณ
ใกลฐานของแฟลกเจลลามีกอนเล็กๆ เรียก ไคนีโตพลาสต อันดูเลตติ้ง เมมเบรนและแฟลกเจลลา
ทํ าหนาที่ในการเคลื่อนที่ ปลายดานที่มีแสจะแหลม อีกดานหนึ่งคอนขางมนหรือแหลม มีขนาด
ความยาวลํ าตัวประมาณ 23-24 ไมครอน แฟลกเจลลายาวประมาณ 17-18 ไมครอน ข้ึนกับชนิด
(รูปที่ 1) มีรูปรางหลายแบบตามสภาพแวดลอมที่อยู มีการขยายพันธุดวยการแบงตัวเปนสองสวน 
(binary fission) หรือแบงตัวซํ้ าหลายครั้ง (ประไพสิริ, 2538 และปภาศิริ, 2538) การแบงเซลลเปน
แบบไมโตซีส (mitosis) เร่ิมจากสรางแฟลกเจลลาเสนใหมตามดวยไคนีโตพลาสต และมีการแบง
นิวเคลียส หลังจากแบงนิวเคลียส นิวเคลียส 1 อันจะเคลื่อนที่ไปทางดานหลัง (posterior) จากนั้น
เกิดการแบงเซลลตามแนวยาวโดยเริ่มจากสวนหนา (anterior) สวนใหญเปนการแบงเซลลแบบไม
เทากัน เซลลลูกที่เกิดใหมมีขนาดเล็กกวา ภายในแกรนูล (granules) มีไขมันอยู แตไมพบพวก   
โพลีแซกคาไรด (polysaccharides) สวนตัวออนของ trypanosome พบวาภายในไซโตพลาสมิค
แกรนูล (cytoplasmic granules) มีเอนไซมฟอสฟาเตส (phosphatases) ภายในนิวเคลียส
ประกอบดวย กรดนิวคลีอิค (nucleic acid) trypanosome เคลื่อนที่คลายตัวหนอน (Lom and 
Dykova, 1992) เคลื่อนที่ไปขางหนา โดยใชการยืดหดของแฟลกเจลลาและอันดูเลตติ้ง เมมเบรน 
การเคลื่อนที่มีลักษณะพริ้วเปนลอน อาหารของปรสิตชนิดนี้ไดแก นํ้ าเลือด นํ้ าเหลือง (lymph) 
และของเหลวตางๆ ในไขสันหลัง รวมถึงสวนที่เนาเป อยและยอยสลายของเซลลเจาบาน 
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trypanosome ทํ าใหปลามีอาการเหงือกซีด ตาลึก ตัวผอม เสียการทรงตัว วายนํ้ าเฉียงๆ หรือวาย
นํ้ าวนรอบตัว การติดตอจากสัตวหนึ่งไปอีกสัตวหนึ่งมีปลิงเปนพาหะนํ าเชื้อ ปลาที่ติดเชื้อปรสิต
ชนิดนี้อาจเกิดการอุดตันของเสนเลือดฝอย และเกิดโรคโลหิตจาง (ปภาศิริ, 2538 และ ประไพสิริ, 
2538)

รูปที่ 1  ลักษณะและโครงสรางทั่วไปของปรสิต trypanosome
ที่มา :  Molyneux และ Ashford (1983)

1.2  การแพรกระจาย
สามารถพบปรสิตชนิดนี้ไดทั่วไปหลายแหลงทั่วโลก เชน ทวีปแอฟริกา อังกฤษ เวลซ 

เยอรมัน ฝร่ังเศส ไอรแลนด นิวซีแลนด แอตแลนติกเหนือ บราซิล อเมริกา เม็กซิโก อินเดีย จีน   
อารเจนตินา รวมทั้งประเทศไทย

trypanosome เปนปรสิตที่พบภายในรางกายของเจาบานที่เปนสัตวมีกระดูกสันหลัง 
ทั้งหมดเปนพวก extracellular เจริญอยูในระบบไหลเวียนของสัตวมีกระดูกสันหลัง โดยมีความถี่
ในการพบสูง แตความหนาแนนในการติดเชื้อต่ํ า (Overath et al., 2001) และสามารถพบปรสิต
ชนิดนี้ไดในกระแสเลือดและในเนื้อเยื่อของสัตวมีกระดูกสันหลังเชน ลํ าไสสวนหนา นํ้ าเหลือง 
ระบบประสาทสวนกลาง ระบบทางเดินอาหาร (digestive tract) และตอมนํ้ าลายของพาหะ ซึ่ง
เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง เชนแมลง ปลิง (Piscicola geometra และ Hemiclepsis marginata)
(Lom and Dykova, 1992) แตสวนใหญพบในกระแสเลือดมากกวา ปรสิตชนิดนี้จะกอใหเกิดโรค
ทั้งในคนและสัตวหลายชนิด ทํ าใหเกิดโรคเหงาหลับ (sleeping sickness) ในมนุษยเชน 
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Trypanosoma cruzi  T. brucei T. gambiense และ T. rhodesiense เปนตน (Uilenberg, 
1998) ในวัวควายที่ติดเชื้อปรสิต trypanosome เรียก Nagana (Overath et al., 2001; 
Baetselier et al., 2001) เชน T. vivax และ T. evansi เปนตน การติดเชื้อปรสิตชนิดนี้มียุงเปน
พาหะ Overath (2001) กลาววาระยะ amastigotes ของ T. cruzi จะแบงตัวในไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) ของเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (mammalian) สวนระยะ trypomastigote จะไมแบง
ตัวในกระแสเลือด (extracellular) นอกจากนี้ Barta และ Desser (1984) ไดมีการตรวจพบ        
T. fallisi ในคางคกที่อเมริกาเปนครั้งแรกในป 1984 ปรสิตชนิดที่พบในปลา สามารถพบไดทั้งใน
ปลานํ้ าจืดและปลานํ้ าเค็ม แตทั่วไปจะพบในปลานํ้ าจืด trypanosome นํ้ าจืดมีลักษณะรูปราง
เรียวยาว ไคนีโตพลาสตอยูทางดานปลายหรือคอนไปทางปลาย มี free flagellum ยาว สวนการ
พัฒนาในปลิงจะพบระยะ epimastigote บอยครั้ง แตระยะ sphaeromastigote พบนอย ปรสิต 
trypanosome ในปลานํ้ าเค็มแตกตางจากในปลานํ้ าจืดตรงระยะการแบงตัวในปลิงพาหะ ในนํ้ า
เค็มจะแบงตัวในระยะ amastigote สวนในนํ้ าจืดแบงตัวในระยะ epimastigote ปรสิต 
trypanosome ที่พบในปลานํ้ าจืด แสดงในตารางที่ 1 และ ในปลานํ้ าเค็ม แสดงในตารางที่ 2 
ปรสิต trypanosome ในประเทศไทยสามารถพบไดในปลาแรด จากอํ าเภอนครชัยศรี จังหวัด
นครปฐม (สุนทร, 2537.) ปลาชอน (Ophiocephalus stristus) และปลากระดี่ (Trichogaster 
trichopterus) ที่ไดจากกรุงเทพฯ (Pearse, 1933; อางโดย Kabata 1985) แต trypanosome ที่กอ
โรคในปลาดุกพันธุผสมที่พบโดยศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรนั้นยังไมได
จัดจํ าแนกสปชีส
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ตารางที่ 1  ปรสิต trypanosome ที่พบในปลานํ้ าจืด

ชื่อ ชนิดของปลา ขนาด
(ไมครอน)

เอกสารอางอิง

T. danilewskyi ปลาตะเพียน ปลาไน
ปลาทอง (Carassius auratus) และ ปลา
คารพ (Cyprinus carpio)

40 ประไพสิริ (2538);
Nazrul และ Woo (1991)

T. carassii ปลาคารพ (carp) และ
ปลาทอง (Carassius carassius)

ยาว 21
กวาง 2.3

Lom และคณะ (1986);
Overath และคณะ (2001)

T. wincheniense ปลาคารพในประเทศอังกฤษที่สงมาจาก
ประเทศเยอรมัน (Cyprinus carpio L.)

- Qadri (1962)

T channai ปลาChanna punctata
ประเทศอินเดีย

ยาว 23-44
กวาง 1.5-9.6

Narasimhamurti และ
Saratchandra (1980)

T. striati ปลาชอน (Ophiocephalus striatus)
ประเทศอินเดีย และประเทศไทย

ยาว 32-54
กวาง 2-8

Qadri (1955)

T.punctati ปลา Ophiocephalus punctatus ยาว 34
กวาง 1.2

Hasan และ chasim
(1962)

T. granulosum ปลาไหลญี่ปุน (Anguilla japonica)

ปลาไหลยุโรป (Anguilla anguilla)

ยาว 20-80
กวาง 2-4

Eiras (1988) ; Ribeiro
และคณะ (1996)
Davies และคณะ (1995) ;
Zintl และคณะ (2000)

T. cobitis ปลา Misgurnus fossilis และ
ปลา Noemacheilus barbatulus ใน
ยุโรป

ยาว 25-40
กวาง 2-4.5

Snieszko และ Axelrod
(1971)

T. catostomi ปลา Catostomus commersoni 49.6 Daly และ
De Guisti (1971)

T. minutum ปลา Erythroculter dabryi ในประเทศจีน ยาว 25
กวาง 5

Chen และ Hsieh (1964)
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ตารางที่ 2  ปรสิต trypanosome ที่พบในปลานํ้ าเค็ม

ชื่อ ชนิดของปลา ขนาด (ไมครอน) เอกสารอางอิง
T. rajae ปลากระเบนนํ้ าเค็มสกุล Raja หลายชนิด

Taeniura lymna (Forskal)
30-35 ประไพสิริ (2538)

T. granulosum ปลาตูหนา (Anguillu vulgaris) 70-80 ประไพสิริ (2538)
T. giganteum ปลากระเบน (Raja oxyrhynchus) 125-130 ประไพสิริ (2538)
T. muramanensis ปลาคอด (Gadus morhua) ระยะ

juvenile
- ประไพสิริ (2538)

T. remaki ปลา Esox lucius - ประไพสิริ (2538)
T. percae ปลา Perca fluviatilis 45-50 ประไพสิริ (2538)
T. platamusi ในปลากระบอก

(Mugil cephalus limmaeus)
- Eiras (1988); Ribeiro

และคณะ (1996)
T. heptatretus ปลา hagfish (Heptatretus cirrhatus)

ในประเทศนิวซีแลนด
ยาว 56-98
กวาง10-26

Laird (1951)

1.3  อาการ
โรคที่เกิดจากปรสิต trypanosome นี้มีชื่อทั่วไปวา Trypanosomiasis ซึ่งอาการของโรค

จะไมรุนแรงมากนัก ในระยะแรกของการติดเชื้อ แตจะรุนแรงมากขึ้นเมื่อปรสิตเพิ่มจํ านวน ซึ่งจะ
ทํ าใหปลาออนแอ (สุนทร, 2537) ตัวผอม กินอาหารนอยลง แสดงอาการขาดออกซิเจน บางครั้ง
ปรสิตจะไปอุดตันบริเวณเสนเลือดฝอย ทํ าใหเห็นเปนตุมพองบริเวณครีบและผิวหนัง (ปภาศิริ, 
2538 และ ประไพสิริ, 2538) Lom และ Dykova (1992) รายงานอาการทั่วไปของปลาที่เปนโรคนี้ 
คือ มีอาการเหงือกซีด วายนํ้ าเสียการทรงตัว และตัวที่วายนํ้ าปกติจะพยายามลอยตัวขึ้นสูผิวนํ้ า 
นอกจากนั้นยังพบวาปรสิตมีผลทํ าใหเกิดอาการอุดตันของเสนเลือดฝอย ปลาตายไดเนื่องจากเสน
เลือดอุดตันและโลหิตจางประกอบกับปริมาณออกซิเจนในเลือดตํ่ า มีการเปลี่ยนแปลงคาตางๆ ใน
เลือด เชนคาฮีมาโตคริต (haematocrit) ปริมาณซีรัมโปรตีน (serum protein) ลดลง จํ านวนเม็ด
เลือดขาวเพิ่มข้ึนแตจํ านวนเม็ดเลือดแดงและฮีโมโกลบิน (haemoglobin) ลดลง ปริมาณ globulin 
ในซีรัมเพิ่มข้ึน เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อ ซึ่งอาจจะเปนแบบชั่วคราวหรือถาวรก็ได นอกจาก
นี้ยังพบวา ระดับของกรดแอสคอบิค (ascorbic acid) ในเลือดลดลง และของแอลโดเลส 
(aldolase) ในซีรัมเพิ่มข้ึน (Sharma and Saxena, 2001) และมีอาการ hypocholesterolemia 
(Tandon and Chandra, 1977) และสัตวที่ติดเชื้อปรสิต trypanosome มีการเปลี่ยนแปลงทาง  
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ชีวเคมีและพฤติกรรมภายในเวลา 24 ชั่วโมง (Ashman and Seed, 1973; Seed and Khalili, 
1971; Seed and Varney, 1976 อางโดย Seed, 2001)
     1.4  วงจรชีวิต

 วงจรชีวิตของ trypanosome ปลา ที่พบในปลิงพาหะ (Lom and Dykova, 1992) จะพบ
ปรสิตในทางเดินอาหาร (Piscicola geometra และ Hemiclepsis marginata) พบระยะตางๆ ดัง
นี้ (ดังรูปที่ 2)
1. Amastigote

- trypanosome ที่พบมีรูปรางกลม หรือ รูปไข (Oval) มีขนาดตางๆ กันแลวแตชนิด
- ไคนีโตพลาสต และ axoneme อยูดานหนานิวเคลียส
- ไมมี free flagellum และ อันดูเลตติ้ง เมมเบรน

2. Sphaeromastigote
- รูปรางยาวแบบ spindle shape (Molyneux and Ashford, 1983)
- ลักษณะอื่นๆ เหมือนในระยะ amastigote แตมี free flagellum 1 อันยื่นออกมานอกตัว

จากดานหนาของ axoneme
3. Epimastigote (promastigote)

- รูปรางยาวแบบระยะ sphaeromastigote และลํ าตัวโคงงอบิดเบี้ยวเล็กนอยตามแนวยาว
ของลํ าตัว

- ไคนีโตพลาสต และ axoneme ยังคงอยูดานหนานิวเคลียส
- free flagellum คงมีอยูเหมือนในระยะ sphaeromastigote
- มี อันดูเลตติ้ง เมมเบรน เพิ่มข้ึนในระยะนี้ และอยูดานหนานิวเคลียส

4. Trypomastigote
- รูปรางยาวและใหญกวาระยะ epimastigote
- ไคนีโตพลาสต, axoneme และ อันดูเลตติ้ง เมมเบรน ถอยรนไปอยูดานหลังนิวเคลียส

จากการศึกษาของ Martin และ Desser (1991) เกี่ยวกับระยะตางๆ ของ T. fallisi ใน
ปลิง (Desserobdella picta) พบวา รูปรางของไคนีโตพลาสตเปลี่ยนแปลงไดแตปกติเปนรูป       
ส่ีเหลี่ยมมุมฉาก ตรวจพบระยะ trypomastigotes ที่มีรูปรางยาวเรียว (slender trypomastigotes
หรือ slender form) ในอวัยวะปลิงทุกสวนหลังจากไดรับปรสิต 4 วัน Lom และ Dykova (1992) 
รายงานวา ปรสิตชนิดนี้มีการแบงตัวบริเวณกระเพาะอาหาร (crop) และ caeca ในขณะที่ 
metacyclic trypomastigote ไมแบงตัวและสะสมอยูบริเวณ proboscis sheath
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การถายเชื้อปรสิตสูตัวปลา เร่ิมจากปลิงที่มีเชื้อปรสิตดูดเลือดปลาที่ไมมีเชื้อ ในขณะดูด
เลือดจะมีการถายเลือดเกิดขึ้น ทํ าใหปรสิตเขาไปสูตัวปลา โดยระยะที่ติดเชื้อจะอยูในระยะ 
metacyclic trypomastigote หรือเรียกวา metacyclic forms

รูปที่ 2  ลักษณะสัณฐานวิทยาของ trypanosome ในระยะตางๆ
ที่มา : Stover, 1965

amastigote

sphaeromastigote

epimastigote

trypomastigote
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วงจรชีวิตของ trypanosome ในปลามี 4 ระยะ (Lom and Dykova, 1992) ดังนี้
(รูปที่ 3)
1. prepatent period: ประมาณ 2-9 วันหลังจากถูกปลิงกัด เร่ิมพบ flagellate ในกระแสเลือด
2. second phase-patent (parasitemia): มีการแบงตัวเพิ่มจํ านวนในกระแสเลือด ปรสิตอาจ

แบงตัวเพิ่มจํ านวนมากจนเปนสาเหตุที่ทํ าใหเจาบานตายได
3.  indefinite period (chronic phase): เนื่องจากรางกายของปลาสรางภูมิคุมกันตอปรสิต ทํ าให

ปรสิตในกระแสเลือดลดลง ระยะนี้จะไมพบ parasitemia
4.  final phase: ปรากฏ flagellates ที่สมบรูณในเลือดปลา

สํ าหรับในปลาจะพบเฉพาะระยะ trypomastigote เทานั้น มีการแบงตัวในเลือดและชอง
วางของเนื้อเยื่อ บางครั้งพบในอวัยวะขับถายของตัวออน อวัยวะชวยหายใจ (pseudobranchia)
และ rete mirabilis ของตา ปจจัยที่มีผลตอการเพิ่มจํ านวนของ trypanosome ในตัวปลา ไดแก
ความเครียด การขาดแคลนอาหาร ปริมาณออกซิเจน อุณหภูมิ ฤดูกาล สวนในแงของระบบ
ภูมิคุมกันตอตัวปลา การติดเชื้อปรสิตพบวามีภูมิคุมกันแบบ non-sterile immunity มากกวาแบบ 
sterile immunity แตมีรายงานเพียงไมกี่ฉบับเทานั้นที่กลาววาในปลามีแอนติบอดีตอปรสิต 
trypanosome วงชีวิตของปรสิตที่พบในปลาจะมีปลิงเปนเจาบานตัวกลาง (intermediate host)
(Jones and Woo, 1992)
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รูปที่ 3  วงจรชีวิตของ T. carassii : a-d เปนรูปรางที่อยูในกระแสเลือด
(bloodstreamforms) ; a คือระยะ metacyclic trypomastigotes; e-p เปน
การแบงตัวในปลิง; i คือระยะ epimastigote; o,p คือ long forms ของระยะ
metacyclic trypomastigotes

              ที่มา : Jone และ Woo (1992)
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2.  ปลาดุกพันธุผสม
 2.1  แหลงกํ าเนิดและถิ่นอาศัย

ปลาดุกมีแหลงกํ าเนิดอยูทั่วไปในนานนํ้ าจืดในเขตรอนแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต 
เชน อินเดีย พมา ลาว ไทย กัมพูชา เวียดนาม อินโดนีเซีย และหมูเกาะบอรเนียว ฟลิปปนส 
สํ าหรับในประเทศไทยถิ่นอาศัยของปลาดุกจะอยูตามลํ าคลอง หนอง บึง ทั่วทุกภาค (สรรค, 
2543) โดยธรรมชาติปลาดุกจะอาศัยอยูตามแหลงนํ้ าซึ่งพื้นดินเปนโคลนที่มีนํ้ าจืดสนิท และใน
แหลงที่มีนํ้ าเพียงเล็กนอยก็สามารถพบปลาดุก ทั้งนี้เพราะปลาดุกมีอวัยวะพิเศษที่ชวยในการ
หายใจ จึงสามารถดํ ารงชีวิตอยูไดในสภาวะนํ้ าที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอย หรือในบริเวณนํ้ ากรอย
ปลาดุกก็สามารถอาศัยอยูได

 2.2  ลักษณะทั่วไปของปลาดุก
                ปลาดุกจัดอยูในครอบครัวแคริไอดี (Family Clariidae) ลักษณะทั่วไปเปนปลาไมมี
เกล็ด รูปรางยาวเรียว ลํ าตัวมีสีคอนขางเหลืองจนถึงสีเทาปนดํ า อาจมีจุดประตามลํ าตัวหรือไมมีก็
ได สวนหัวแบน มีหนวด 4 คูอยูที่ริมฝปาก ซึ่งสามารถรับความรูสึกตางๆ ไดดี ดังนั้นปลาดุกจึงใช
หนวดมากกวาใชตาเมื่อหาอาหารตามหนาดิน ขนาดของนัยนตาดูเล็กผิดสวนเมื่อเทียบกับขนาด
ลํ าตัว ริมฝปากบนยาวกวาริมฝปากลาง มีรูจมูก 2 คู คูหนาเปนทอส้ันๆ อยูหลังริมฝปากบน สวนคู
หลังอยูติดกับหนวด ที่สวนหัวมีแผนกระดูกบางๆ ตอกันเปนชิ้นๆ ปกคลุมทั้งดานบนและดานลาง 
ภายในกระโหลกศรีษะมีอวัยวะชวยในการหายใจเรียกวา อะโบเรสเซนต ออรแกน (aborescent 
organ) มีลักษณะคลายพุมไมสีขาว ชวยใหปลาดุกมีความอดทน สามารถอยูในที่ไมมีนํ้ าหรือนํ้ า
นอยๆ ไดนาน ฟนเปนซี่เล็กๆ รวมกันอยูเปนแถบ หนังปดชองเหงือกไมติดกับสวนของซอกคอ 
กระดูกซี่กรองเหงือกมีจํ านวน 13–30 อัน ครีบหลังไมมีกระโดง ฐานครีบหลังยาวเกือบตลอดสวน
หลังอาจติดหรือไมติดกับครีบหาง และมีกานครีบเล็กอยูประมาณ 48-106 อัน ครีบทองยาวไมมี
กระโดงและมีกานครีบ 6 อันรวมกันเปนแถบ ฐานครีบกนยาวมากกวาครึ่งของฐานครีบหลัง มี
เฉพาะกานครีบเล็กๆ ประมาณ 40-95 อัน ครีบอกมีอยูทั้งซายและขวาแตละขางมีกานครีบแข็ง
ขางละ 1 อัน เรียกวา pectoral spine มีลักษณะสํ าคัญคือ อาจจะหยักเฉพาะดานหนาดานเดียว
หรือทั้งสองดาน ซึ่งปลาดุกใชเปนอาวุธปองกันตัว สวนครีบหางมีลักษณะแบนกลม (ประสิทธิ์, 
2539)

ปลาดุกพันธุผสม (hybrid catfish, Clarias macrocephalus Gunther x Clarias
gariepinus Burchell) (Boonyaratpalin and Phromkunthong, 2001) เกิดจากการผสมขามพันธุ
ระหวางปลาดุกอัฟริกัน (Clarias gariepinus) เพศผูและปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) 
เพศเมีย (Tonguthai et al., 1993) สถาบันวิจัยประมงนํ้ าจืดไดดํ าเนินการศึกษาปลาดุกชนิดหนึ่ง
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ซึ่งเกษตรกรนํ าเขามาเลี้ยงในประเทศไทย พบวาเปนปลาในตระกูลปลาไมมีเกล็ด (catfish) เชน
เดียวกับปลาดุกอุย แตมีถิ่นกํ าเนิดในทวีปแอฟริกามีชื่อวา Clarias gariepinus (African 
sharptooth catfish) ตอมาไดมีการนํ าเขามาในประเทศแถบทวีปยุโรปกันมาก โดยเฉพาะใน
ประเทศเนเธอรแลนดไดมีการทดลองเพาะขยายพันธุ (Van der Waal, 1985) สวนในประเทศไทย
ไดมีการเพาะเลี้ยงปลาดุกอัฟริกันในป 2532 ในการผสมขามพันธุระหวางปลาดุกอุยและปลาดุก
อัฟริกัน พบวาลูกปลาที่เกิดจากแมพันธุปลาดุกอุยผสมกับพอพันธุปลาดุกอัฟริกัน มีอัตราการฟก
และรอดตายรอยละ 84.5 ซึ่งดีกวาการใชพอพันธุปลาดุกอุยผสมกับแมพันธุปลาดุกอัฟริกัน        
(สุจินต และคณะ, 2533) ดังนั้นปลาดุกพันธุผสม จึงมีลักษณะของปลาดุกอุยและปลาดุกอัฟริกัน
รวมกันกลาวคือ มีนิสัยอยูกึ่งกลางระหวางปลาดุกทั้งสองพันธุนี้ มีลักษณะภายนอกและนิสัยการ
กินอาหารคลายกับปลาดุกอุยมาก มีผิวคอนขางเหลือง โดยเฉพาะลํ าตัวและหาง เมื่อยังเล็กจะ
เห็นลายจุดประ สีขาวของปลาดุกอุยชัดเจนมาก เรียงขวางลํ าตัวดานบนเปนแถวๆ แตละแถวหาง
กันมากกวาปลาดุกอุยแตจํ านวนแถวนอยกวา แตเมื่อโตขึ้นจุดประนี้จะหายไป สวนกระโหลก
ศรีษะทายทอยจะแหลมเปนหยัก 3 หยักเชนเดียวกับปลาดุกยักษ หัวมีขนาดใหญ และคอดหางมี
จุดประสีขาวเรียงตามขวางในระยะที่ปลายังเล็ก ลํ าตัวมีสีเทาอมเหลืองและมีลักษณะดางๆ สวน
ทองใตหัวถึงครีบทองแนวกลาง ลํ าตัวเปนสีขาว ดานขางเปนสีเหลืองครีบอกมีกานครีบใหญแข็ง
แรงหนึ่งอันยาวไมเกินกานครีบออน ระบบทางเดินอาหารและอวัยวะตางๆ พัฒนาสมบรูณเหมือน
ตัวเต็มวัยตั้งแตอายุประมาณ 6-7 วัน เมื่ออายุมากขึ้นการพัฒนาของอวัยวะตางๆ จะเพิ่มในดาน
ขนาดเทานั้น (จงดี และคณะ, ม.ป.ป.) เปนปลาที่เลี้ยงงาย ทนทานตอโรคพยาธิและสภาพแวด
ลอมไดเปนอยางดีเชนเดียวกับปลาดุกยักษ แตมีเนื้อคลายปลาดุกอุยคือ เนื้อออกสีเหลือง นุม รส
ชาติอรอย กินอาหารไดแทบทุกชนิด เลี้ยงไดนํ้ าหนักมากในระยะเวลาอันสั้น ทํ าใหสามารถเลี้ยงได
หลายรุนในรอบ 1 ป มีอัตราการเจริญเติบโตที่รวดเร็วมาก ในชวงระยะเวลาการเลี้ยง 2–2.5 เดือน 
จะไดนํ้ าหนักประมาณ 200–300 กรัมตอตัว หรือขนาด 4–5 ตัวตอกิโลกรัม (ประสิทธิ์, 2539) โดย
ทั่วไปปลาดุกพันธุผสมตัวเต็มวัยสีสันคลายปลาดุกอุยมาก สังเกตจากกะโหลกศรีษะซึ่งคอนขาง
ตะปุมตะป าและหยักแหลม ปลาเล็กนั้นสังเกตความแตกตางคอนขางยาก โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อ
เปรียบเทียบระหวางปลาดุกยักษกับปลาดุกพันธุผสม (อุทัยรัตน, 2538) การศึกษาเปรียบเทียบ
การเกิดอวัยวะและลักษณะทางเนื้อเยื่อของปลาดุกลูกผสม (C. macrocephalus x                   
C. gariepinus) และปลาดุกอัฟริกันตั้งแตอายุ 1-14 วัน พบวารูปรางลักษณะภายนอกของปลาดุก
อัฟริกันในชวงวันที่ 1-2 มีการพัฒนาเร็วกวาปลาดุกพันธุผสมโดยเฉพาะในดานขนาด ปลาดุก   
อัฟริกันมีขนาดใหญกวาปลาดุกพันธุผสมที่มีอายุเทากัน สวนการพัฒนาของอวัยวะและลักษณะ
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ทางเนื้อเยื่อคลายกัน (จงดี และคณะ, ม.ป.ป.) ฤดูผสมพันธุของปลาดุก อยูระหวางเดือนมีนาคม–
ตุลาคม ปลาดุกเพศเมียซึ่งใชปลาดุกอุย (Gunther catfish) เปนแมพันธุอายุที่เหมาะสมประมาณ 
7-12 เดือน หรือนํ้ าหนักประมาณ 150-200 กรัม สวนปลาดุกเพศผูซึ่งใชปลาดุกอัฟริกัน (African 
catfish) ควรมีอายุนอยกวา 7 เดือน โดยทั่วไปปลาเจริญเติบโตเต็มที่ (mature) ที่อายุ 3-4 เดือน 
(Tonguthai et al., 1993) ฟารมเลี้ยงปลาดุกสวนใหญอยูในภาคกลาง ไดแก จังหวัดอางทอง 
สิงหบุรี ฉะเชิงเทรา ปทุมธานี กรุงเทพฯ สมุทรปราการ เพชรบุรี ราชบุรี นครปฐม ภาคเหนือเปน
แหลงที่เลี้ยงปลาดุกมากรองลงมาโดยเฉพาะอยางยิ่งภาคเหนือตอนลาง ไดแก จังหวัดนครสวรรค 
ชัยนาท อุทัยธานี สุโขทัย พิจิตร กํ าแพงเพชร พิษณุโลก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีเลี้ยงบางใน
จังหวัดศรีสะเกษ นครราชสีมา บุรีรัมย กาฬสินธุ เพชรบูรณ สวนภาคใต ไดแก จังหวัดสตูล 
ปตตานี ตรัง นครศรีธรรมราช สงขลา ระนอง และพังงา (ประสิทธิ์, 2539)

2.3  นิสัยการกินอาหาร
โดยปกติแลวปลาดุกที่อาศัยอยูในแหลงธรรมชาติมีนิสัยหากินตามพื้นหนาดิน กิน

อาหารจํ าพวกตัวออนของแมลงนํ้ า ไรนํ้ า แมลง กุง และปลาเล็กๆ โดยใชหนวดรับความรูสึกมาก
กวาตา ในการหาอาหาร นอกจากนี้ปลาดุกยังชอบกินอาหารประเภทโปรตีนที่เนาเปอย แตเมื่อนํ า
ปลาดุกมาเลี้ยงสามารถนํ ามาฝกใหกินอาหารผสมที่มนุษยผลิตขึ้นได ไดแก รํ าขาว ปลายขาว  
กากถั่ว ปลาปน หรืออาหารประเภทเนื้อ เชน ปลาเปด ไสไก และอาหารสํ าเร็จรูป นอกจากนี้ยัง
สามารถฝกใหปลาดุกขึ้นมากินอาหารบริเวณผิวนํ้ าแทนการหาอาหารตามหนาดินได

นิสัยโดยทั่วไปของปลาดุก คอนขางดุ ไมชอบอยูในที่มีแสงสวางมากเกินไป จะเชื่องชา
ในเวลากลางวันและกระฉับกระเฉงในที่มืด เปนปลาหากินกลางคืน และอยูไดอยางหนาแนนใน
พื้นที่แคบๆ (ประสิทธิ์, 2539)

2.4  โรคที่พบ
โรคที่เกิดในปลาดุกพันธุผสมเชน โรคตัวดาง ลักษณะแผลเหมือนนํ้ ารอนลวกเกิดจาก

เชื้อ Flexibacter columnaris (Tonguthai et al., 1993; จิราพร และสิทธิ, 2527; ประสิทธิ์, 2539; 
สรรค, 2543) โรคแผลหลุมที่เกิดจากเชื้อ Aeromonas hydrophila ลักษณะแผลจะเปนหลุมแดง
และอาจมีอาการทองบวม ครีบหูบวม และโปรโตซัวก็จัดเปนกลุมที่มีความสํ าคัญและสงผลกระทบ
ตอสัตวนํ้ าทั้งในดานการเพาะเลี้ยงและที่อาศัยอยูตามแหลงนํ้ าธรรมชาติเชน เห็บปลา หนอนตัว
แบน และอิฟสไทลิส (Epistylis) เปนตน นอกจากนี้ยังพบปรสิต (Snieszko และ Axelrod, 1971) 
เชน Trichodina sp., Dactylogyrus sp. และ Ichthyophthirius sp. เชน Ichthyophthirius
multifilis ที่เปนสาเหตุของโรคจุดขาว (white spot) นอกจากนี้ยังพบปรสิตที่อยูในกลุม 
Myxosporida ไดแก Henneguya sp. Myxobolus sp. และ Myxidium sp. (Te, 1998) การเกิด
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โรคปรสิตในสัตวนํ้ านับไดวาเปนปญหาที่สํ าคัญปญหาหนึ่ง พบมากในชวงเดือนแรกและเดือนที่ 2 
ของการเลี้ยง และทํ าใหปลาดุกพันธุผสมตายคอนขางมาก (กรรนิการ, 2538) โดยสวนใหญ
ประเทศไทยนิยมเลี้ยงปลาดุกพันธุผสมแบบหนาแนน จึงมักจะประสบปญหาปลาเปนโรคอยูเสมอ 
ถาปลาไดรับความเครียดจากสภาวะแวดลอม รวมทั้งมีอาการออนแอ ก็จะมีโอกาสเปนโรคไดมาก 
เชนการติดเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila สามารถควบคุมไดโดยการแชในนํ้ าผสมกับยาปฏิชีวนะ
ออกซีเตตราซัยคลินเขมขน 20 มิลลิกรัม/ลิตร (ฮาวารียะหและจิราพร, 2526 อางโดย กรรนิการ, 
2538) สวนปรสิต Trichodina sp. Ichthyophthirius sp. และ Dactylogyrus sp. กํ าจัดโดยใช
ฟอรมาลินเขมขน 30-50 มิลลิกรัม/ลิตร ในขณะที่กรรนิการ (2538) พบวาเพียง 30 มิลลิกรัม/ลิตร
ก็สามารถกํ าจัดปรสิตได นอกจากนี้ยังมีการใชสารเคมีและยาปฎิชีวนะอีกหลายชนิดในการฆาเชื้อ
โรคและกํ าจัดหนอนพยาธิ ไดแก ฟอรมาลิน ดางทับทิม (โปแตสเซียมเปอรมังกาเนต) จุนสี         
(คอปเปอรซัลเฟต) ดิพเทอรเร็กซ มาลาไคทกรีน ยาเหลือง (อะคริฟลาวิล) (สรรค, 2543)

3.  ภูมิคุมกันในปลา (Immunity in fish)
ปลาเปนสัตวมีกระดูกสันหลังกลุมแรกๆ ระบบภูมิคุมกันในปลา เปนระบบพื้นฐานที่มี

ความใกลเคียงกับในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ประกอบดวยภูมิคุมกันดานสารนํ้ า (humoral immunity)
และภูมิคุมกันดานเซลล (cellular immunity) Vadstein (1997) กลาววา ภูมิคุมกันปลามีการ
พัฒนาที่ไมดี สวนใหญสุขภาพของปลาจะขึ้นกับภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ (non-specific 
immunity หรือ natural immunity หรือ innate immunity) ภูมิคุมกันชนิดนี้ถือเปนดานแรกในการ
ปองกันการเขาทํ าลายของเชื้อโรคตางๆ และมีการตอบสนองอยางรวดเร็วเพื่อปองกันการบุกรุก
ของเชื้อโรคหลายชนิด และไดต้ังขอสังเกตวาภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะอาจจะเปนภูมิคุมกันหลักใน
การปองกันการระบาดของโรคที่เกิดจากเชื้อจุลินทรียในปลาวัยออน แมวาภูมิคุมกันแบบจํ าเพาะ 
(specific immunity) มีการพัฒนาชากวาภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะในการปองกันการติดเชื้อในครั้ง
แรก แตมีความจํ า (immunological memory) ทํ าใหปลาสามารถตอบสนองตอการกระตุนอยาง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงมาก หากไดสัมผัสกับแอนติเจนหรือเชื้อโรคชนิดเดียวกันในครั้งตอไป 
อยางไรก็ตามไมสามารถแยกภูมิคุมกันทั้งสองชนิดนี้ออกจากกันไดอยางสิ้นเชิง เพราะภูมิคุมกัน
ทั้งสองระบบมีการทํ างานรวมกัน นอกจากนี้ปลายังมีส่ิงกีดขวางบริเวณผิวหนัง (skin barrier) ถือ
เปนดานนอกสุดของรางกายและมักเปนสวนแรกที่พบจุลชีพซึ่งจัดเปนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ  
ส่ิงกีดขวางเหลานี้ไดแก (Anderson, 1974)
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เมือก (mucus) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการเกาะติดของปรสิตบนผิวหนัง
ภายนอก การที่ปลาปลอยเมือกออกมาอยางตอเนื่อง ทํ าใหเกิดการปองกันไมใหเกิดการเพิ่ม
จํ านวนของแบคทีเรียอาจเนื่องจาก ในเมือกปลามีเอ็นไซมยอยสลายโปรตีน (proteolytic 
enzyme) และระดับความเปนกรดดาง (pH) ที่ไมเหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรีย นอกจากนี้ 
Hass และ Ostrowski de Nunez (1988 อางโดย Buchmann and Lindenstr∅m, 2002) พบวา
ในเมือกปลามีกรดไซอะลิก (sialic acid) และ Lobb (1987) รายงานวามีแอนติบอดีในเมือก
บริเวณผิวหนังของปลาหลายชนิด

เกล็ด (scales) ทํ าหนาที่ปกคลุมผิวหนัง หากเกล็ดปลามีการหลุดออก ทํ าใหผิวหนัง
บริเวณนั้นเกิดรอยถลอกหรือมีบาดแผล จึงมีโอกาสที่เชื้อกอโรคจะเขาสูตัวปลาได

หนังกํ าพรา (epidermis) มี mucous-secreting cell กระจายอยู พบวาภายในหนัง
กํ าพราของกลุ มปลาไมมีเกล็ดอุดมไปดวย หลอดเลือดและลิมโฟซัยท (lymphocyte)
(Lobb,1987)

หนังแท (dermis) ผิวหนังชั้นนี้มีหลอดเลือด และภายในหลอดเลือดมีเสนเลือดฝอย 
(capillaries) กระจายอยู ส่ิงนี้มีประโยชนตอระบบปองกันดานสารนํ้ า

การตอบสนองทางภูมิคุมกัน เปนการทํ างานรวมกันระหวางอวัยวะตางๆ และเซลล 
เซลลที่ทํ าหนาที่นี้ไดแก ลิมโฟซัยท มาโครฟาจ (macrophages) พลาสมาเซลล (plasma cell)
และ ฟาโกซัยท (phagocytes) ในปลาไมมีตอมนํ้ าเหลือง (lymph node) หรือไขกระดูก แตมี
อวัยวะที่ทํ าหนาที่เกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันคือ ไตสวนหนา (anterior kidney) มาม 
(spleen) และไทมัส (thymus) ไทมัสเกี่ยวของกับการสรางเม็ดเลือด (hematopoiesis) เซลลเม็ด
เลือดที่ทํ าหนาที่เกี่ยวกับภูมิคุมกันสวนใหญเปนเซลลเม็ดเลือดขาว (Leukocytes หรือ white 
blood cell) (Anderson, 1974)

จากรายงานการศึกษาเม็ดเลือดขาวในปลาดุกดานของชะลอ และคณะ (2530) พบวา
ลิมโฟซัยท (Lymphocyte) เปนเม็ดเลือดขาวที่ไมมีแกรนูล (agranulocytes) ใน       

ไซโตพลาสซึม พบทั้งขนาดเล็กประมาณ 6 ไมครอน จนถึงขนาดใหญประมาณ 11 ไมครอน 
นิวเคลียสมีขนาดใหญเกือบเต็มเซลล มีรูปรางเวาแหวงและมีรูปรางไมแนนอน มีไซโตพลาสซึม
นอยติดสีนํ้ าเงินออน บางครั้งจะเห็นแวคคิวโอล (vacuoles) บางครั้งพบวาผิวของลิมโฟซัยทมี
ลักษณะคลายเทาเทียม (pseudopodia) ยื่นออกมา ลิมโฟซัยทมีหนาที่ในการสรางภูมิคุมกัน 
(แอนติบอดี) (ชะลอ และคณะ, 2530; Bayne and Gerwick, 2001; Anderson, 1974) และมัก
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พบวามีการเคลื่อนที่ผานเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและเยื่อบุผิวได สามารถพบลิมโฟซัยทไดบริเวณหนัง
กํ าพราและกระแสเลือด (Lobb, 1987)

ทรอมโบซัยท (Thrombocytes) ในปลาดุกดานมีรูปรางหลายแบบ อาจจะเปนรูปรี 
(elongate) กลม หรือรูปกระสวย (fusiform) พบจํ านวนมากที่สุดในเม็ดเลือดขาวดวยกัน ความ
สัมพันธระหวางชนิดตางๆ ของทรอมโบซัยทยังไมทราบ แต Weinberg et al. (1972 อางโดย 
ชะลอ และคณะ, 2530) กลาววาทรอมโบซัยทที่มีรูปรางรีเปนระยะที่ยังเจริญไมเต็มที่            
ทรอมโบซัยทมีสวนเกี่ยวของกับการแข็งตัว (clotting) ของเลือด

ทรอมโบซัยทที่มีลักษณะกลมมักจะเปนกลุม และมักมีรูปรางเปนเหลี่ยมบาง ขนาด
เซลลประมาณ 3-6 ไมครอน นิวเคลียสมีขนาดใหญเกือบเต็มเซลล ไซโตพลาสซึมมีเพียงเล็กนอย 
อาจจะมองไมเห็น ยอมติดสีชมพูออน หรือนํ้ าเงินออน นิวเคลียสติดสีทึบ

ทรอมโบซัยทชนิดที่มีรูปรางรี เปนกลุมที่มีจํ านวนมากที่สุด มีขนาดประมาณ 4x7 
ไมครอน ถึง 5x11 ไมครอน นิวเคลียสติดสีนํ้ าเงินเขม ไซโตพลาสซึมมีจํ านวนนอยมากติดสีชมพู
ออนลอมรอบนิวเคลียส

ทรอมโบซัยทที่มีรูปรางแบบกระสวย นิวเคลียสยอมติดสีนํ้ าเงินเขมเกือบเต็มเซลล       
ไซโตพลาสซึมติดสีชมพูหรือนํ้ าเงินออนยื่นออกมาจากขางใดขางหนึ่งหรือทั้งสองขาง ไซโตพลาส
ซึมดานขางของเซลลมีนอยมากอาจจะมองไมเห็น ขนาดของทรอมโบซัยทชนิดนี้ประมาณ 4x7 
ไมครอน ถึง 5x13 ไมครอน ทรอมโบซัยทที่พบมากจะมีรูปรางกลม และยาวรี แตทรอมโบซัยท
จํ านวนมากมีรูปรางแบบกึ่งกลางระหวางรูปกลมและรูปรี แสดงใหเห็นวารูปรางอาจจะมีการ
เปลี่ยนแปลงขึ้นอยูกับระยะของการเจริญพัฒนา หรือปจจัยอื่นๆ นอกจากนี้ทรอมโบซัยทรูปกลม
และลิมโฟซัยทที่มีขนาดเล็กอาจจะมีสวนที่คลายคลึงกันมากจากการยอมสี Wright&Giemsa แต
อยางไรก็ตาม สามารถหาความแตกตางระหวางเม็ดเลือดทั้งสองชนิดนี้ไดคือ ทรอมโบซัยทรูปราง
กลมมักจะมีขนาดเล็กกวา มีนิวเคลียสที่รวมกันแนนกวา และไซโตพลาสซึมมักจะมองไมเห็น ถา
สามารถมองเห็นมักจะมีสีชมพูออนหรือใส ในขณะที่ลิมโฟซัยทขนาดเล็กมีไซโตพลาสซึมติดสีนํ้ า
เงิน

นิวโตรฟล (Neutrophils) เปนเม็ดเลือดขาวชนิดที่มีแกรนูลในไซโตพลาสซึม 
(granulocytes) มีลักษณะคลายกับในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบมากรองจาก ทรอมโบซัยท มีขนาด
ประมาณ 9-13 ไมครอน รูปรางกลมหรือรี ไซโตพลาสซึมติดสีนํ้ าเงินหรือสีชมพูจางๆ ภายในเห็น
แกรนูลชัดเจน นิวเคลียสติดสีมวงมีสองพู เปนลักษณะของนิวโตรฟลที่มีอายุมาก สวนนิวโตรฟลที่
ยังเจริญไมเต็มที่มีขนาดเล็กกวาที่เจริญเต็มที่ และนิวเคลียสคอนขางกลม อยูทางดานใดดานหนึ่ง
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ของเซลล ในไซโตพลาสซึมเห็นแกรนูลไมชัดเจน Roberts (1978 อางโดย ชะลอ และคณะ, 2530)
กลาววา นิวโตรฟลทํ าหนาที่เกี่ยวของกับการอักเสบ แตไมพบลักษณะการจับกินแบบกลืนกินที่ชัด
เจน แตจากรายงานการศึกษาของชนกันต (2545) กลาววานิวโตรฟลทํ าหนาที่ในการจับกินสิ่ง
แปลกปลอม

โมโนซัยท (Monocytes) เปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญที่สุดที่พบในปลาดุกดาน มี
ขนาด 10-14 ไมครอน รูปรางคอนขางกลม นิวเคลียสมีรูปรางไมแนนอน และมักอยูดานใดดาน
หนึ่งของเซลล ติดสีมวง ไซโตพลาสซึมติดสีนํ้ าเงิน ภายในมีแวคคิวโอล (vacuoles) เห็นชัดเจน   
โมโนซัยทเปนเซลลระยะสุดทายที่จะเจริญไปเปนเซลลที่ทํ าหนาที่กินสิ่งแปลกปลอม (Roberts, 
1978 อางโดย ชะลอ และ คณะ, 2530; Jenkins and Ourth, 1993) เม็ดเลือดขาวที่มีลักษณะเมื่อ
พบในกระแสเลือดเรียก โมโนซัยท แตจะเรียก มาโครฟาจเมื่อพบอยูในเนื้อเยื่อตางๆ เชน ไตสวน
หนา และ มาม

จากการศึกษาของ Nakanishi และคณะ (2002) พบวาในปลามี ลิมโฟซัยท major 
histocompatibility complex (MHC) T-cell receptors อิมมูโนโกลบูลิน (immunogloobulins)
(Pilström and Petersson, 1991; Uchida et al., 2002) และ cytotoxic T cells ซึ่งทํ าหนาที่ดาน
ภูมิคุมกันคลายคลึงกับสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นสูง (Nakanishi et al., 2002) ปลาสามารถผลิต
เซลลที่เรียกวา nonspecific cytotoxic cell (NCC) ซึ่งทํ าหนาที่คลายกับ NK cell ของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนมที่มีความสามารถในการทํ าลายเซลลที่ติดเชื้อไวรัสหรือเซลลมะเร็ง (Evans and         
Jaso-Friedmann, 1992) เมื่อไมนานมานี้ไดมีรายงานเกี่ยวกับทรานเฟอริน (tranferrin) ซึ่งเปน 
non-cytokine serum protein ที่สามารถกระตุนใหเกิดขบวนการฟาโกไซโตซีส (phagocytosis)
(Stafford and Belosevic, 2003) นอกจากนี้ Stafford และคณะ (2001) พบวาทรานเฟอรินเปน
ตัวกระตุนตัวแรกของมาโครฟาจในปลา และเหนี่ยวนํ าใหมีการผลิตไนตริกออกไซด (nitric oxide) 
สวนในปลากระดูกแข็ง (Teleosts) มีเซลลมาโครฟาจ นิวโตรฟล NK cell และมี T lymphocyte 
และ B lymphocyte ดวย นอกจากนี้มีระบบภูมิคุมกันแบบสารนํ้ า เชน คอมพลีเมนต 
(complement) ชวยเพิ่มความสามารถในการจับกินสิ่งแปลกปลอม ทํ าใหจุลชีพถูกทํ าลายไดงาย
ข้ึน รวมทั้งทํ าใหเกิดการทํ าลายเยื่อหุมเซลลดวย ไลโซไซม (lysozyme) เปนเอนไซมที่ทํ าหนาที่ใน
การทํ าลายผนังเซลลแบคทีเรีย ฮีโมไลซิน (hemolysin) ทรานเฟอริน C–reactive protein ในซีรัม
ทํ าหนาที่รวมกับคอมพลีเมนต และพบไซโตไคน (cytokines) ทํ าหนาที่ในการสงสัญญาณในการ
กระตุนและยับยั้งการทํ างานของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ ไดแก อินเตอรเฟอรอน (interferon) อิน
เตอรลูคิน 2 (interleukin2), macrophage activating factors และ Abelli และคณะ (1997 อาง
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โดย Scapigliati et al., 2002) กลาววาในสวนของ gut-associated lymphoid tissue ของปลา
กระดูกแข็งมี T-cell อยูจํ านวนมาก และในปจจุบันนี้มีการแสดงใหเห็นวาทางเดินอาหารของปลา 
(gut) เปนขั้นแรกในวิวัฒนาการของระบบภูมิคุมกันดานสารเมือก (adaptive mucosal immune 
system) ในปลาเทราท (trout) พบวา นิวโตรฟล เบโซฟล และ อีโอสิโนฟล มีบทบาทสํ าคัญตอการ
ตอบสนองตอภูมิคุมกัน (Anderson,1974) นอกจากนี้ Dexiang และ Ainsworth (1991) กลาววา
ในไตสวนหนาของปลาไมมีเกล็ด มีเซลลฟาโกซัยท และพบไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen 
peroxide) ซึ่งผลิตโดยเซลลบริเวณนี้ นอกจากนี้ Graves และคณะ (1985) กลาววา NCC จาก
ปลากดอเมริกัน (channel catfish, Ictalurus punctatus) สามารถฆา Tetrahymena pyriformis
ซึ่งเปนปรสิตฉวยโอกาสในปลา สวนการทดลองในหลอดทดลองพบวา NCC จะใชเวลาประมาณ 
10 ชั่วโมง ในการทํ าใหเซลลของ T. pyriformis แตกสลาย

ปรสิตมีวงจรชีวิตที่ซับซอน มีการพัฒนาหลายระยะ (stage) และแตละระยะมีองค
ประกอบของผิวเซลลแตกตางกัน ดังนั้นแอนติเจนของปรสิตจึงมีมากมายหลายแบบ การติดเชื้อ
ปรสิตมักจะเรื้อรัง (Mkunza et al., 1995) รวมทั้งในวงจรชีวิตมีกลไกในการหลีกเลี่ยงระบบ
ภูมิคุมกันของเจาบานไดเปนอยางดี Murrell และคณะ (1986) กลาววาปรสิตมีความสามารถใน
การกดระบบภูมิคุมกัน (immunosuppression) ทํ าใหเจาบานไมเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกัน 
(immunological unresponsiveness) และมีการเปลี่ยนแปลงการทํ างานของระบบภูมิคุมกันใน
ระหวางการติดเชื้อปรสิต (Immunomodulation during parasitism) รวมทั้งปรสิตสามารถเปลี่ยน
คุณสมบัติความเปนแอนติเจน (antigenic modulation) (Raper et al., 2001; Overath et al., 
2001) ซึ่ง trypanosome เปนตัวอยางที่ดีสํ าหรับคุณสมบัติขอนี้ กลาวคือบริเวณผิวของแอนติเจน
สามารถที่จะเปลี่ยนสภาพไปจากเดิมแลวเปลี่ยนกลับสูสภาพเดิม จนกระทั่งกลายเปนแอนติเจน
ตัวใหมได ซึ่งจีนที่มีลักษณะดังกลาวมีอยูประมาณ 300-1000 จีน

4.  วัคซีน (vaccine)
วัคซีนหมายถึง สารที่เมื่อใหเขาไปในรางกายจะใหผลกระตุนและชักนํ าใหรางกายสราง

ภูมิคุมกันตอสารนั้นๆ ข้ึนมา เปาหมายของการผลิตวัคซีนทั้งของสัตวบก และสัตวนํ้ า มีไวเพื่อปอง
กันการเกิดและการระบาดของโรค การใชวัคซีนกับมนุษยและสัตวชั้นสูงอื่นๆ ใหผลดีมากในแงของ
การกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันโรคตางๆ แตกับสัตวนํ้ ายังไมเปนผลสํ าเร็จเหมือนกับมนุษยและสัตว
บก เพราะสัตวนํ้ าเปนสัตวเลือดเย็น (Poeikilotherm) (Bayne and Gerwick, 2001) มีสภาพ   
แวดลอม คืออุณหภูมิเขามามีบทบาทสํ าคัญในการสรางภูมิตานทาน นอกจากนี้ภูมิคุมกันของสัตว
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นํ้ ายังขึ้นอยูกับองคประกอบหลายๆ อยางเชน ชนิดของสัตว ขนาด เพศ พันธุกรรม อาหารที่ไดรับ 
ปริมาณและวิธีการใหวัคซีนโดย Bayne และ Gerwick (2001) กลาววา ในปลาคารพ (carp) และ
ปลาไมมีเกล็ด การตอบสนองของนํ้ าเหลือง (lymphoid) จะไดผลดีเมื่ออยูในอุณหภูมิที่สูงกวา
อุณหภูมิต่ํ าสุดปกติที่สามารถอยูไดในธรรมชาติ ระดับของอิมมูโนโกลบูลินเพิ่มข้ึนตามอายุและ
ขนาด และถาในนํ้ าทะเลมีปริมาณออกซิเจนมากกวาระดับปกติจะสงผลใหระดับของ                
อิมมูโนโกลบูลินเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา นอกจากนี้ยังกลาววาระดับอิมมูโนโกลบูลินในปลาโตเต็มวัยจะ
มีความผันแปรในฤดูวางไข Bisset (1946 อางโดย Ainsworth, 1991) รายงานวาปลาที่เลี้ยงใน
อุณหภูมิสูง มีการกํ าจัดแบคทีเรียในอัตราเร็วกวาปลาที่เลี้ยงในอุณหภูมิต่ํ า นอกจากนี้พบวาเมื่อ
อุณหภูมิลดลงเปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซีส ก็จะลดลงดวย และการทํ างานของนิวโตรฟลที่อุณหภูมิต่ํ า
จะทํ าใหการตอบสนองถูกกดไว (Scott and Klesius, 1981; Scott et al., 1985 อางโดย
Ainsworth, 1991) จากการทดลองของ Ainsworth (1991) พบวาที่อุณหภูมิ 24 18 และ 10 องศา
เซลเซียส มีคาฟาโกซัยซีส เทากับ 80 70 และ 50 ตามลํ าดับ นอกจากนี้ Lillehaug (1997) ได
ทดลองเลี้ยงปลาแอตแลนติคแซลมอนหลังจากไดรับวัคซีนที่อุณหภูมิ 2 และ 10 องศาเซลเซียส 
พบวาปลาที่เลี้ยงในอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียสมีปริมาณแอนติบอดีนอยกวาปลาที่เลี้ยงในอุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส ปริมาณที่เหมาะสมของวัคซีนจะขึ้นอยูกับขนาดของปลา จากการทดลองของ 
Hansen และคณะ (1991) พบวาปลาคารพที่มีอายุนอยและโตเร็วจะมีระดับการแสดงออกของจีน
ที่สรางเอนไซม chloramphenical acetyltransferase มากกวาปลาอายุมาก การแสดงออกของ
จีนในปลาขนาดโตจะอยูเฉพาะบริเวณที่ฉีดเทานั้น (Boudinot et al., 1998) ในขณะที่ปลาขนาด
เล็ก การแสดงออกของจีนสามารถตรวจสอบไดในหลายอวัยวะเชน เหงือก มาม ไต และกลามเนื้อ
บริเวณที่ฉีด (Heppel et al., 1998)

การใชวัคซีนในสัตวนํ้ าเริ่มมากวา 40 ปกอน แตไดรับการพัฒนาใหดีข้ึนในระยะเวลา 10 
ปที่ผานมา โดยไดรับความสํ าเร็จในการผลิตวัคซีนปองกันโรคบางชนิดของปลาในเขตหนาวและ 
เขตอบอุน เชน โรคฟูรันคูโรซีส (furunculosis), โรควิบริโอซีส (vibriosis) (ชนกันต, 2544; 
Melingen and Wergeland, 2002) และโรคจุดขาว ที่เกิดจากเชื้อ I. multifilis เปนตน (Wang     
et al., 2002) วัคซีนที่นํ ามาใชทางการคาในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย เชน โรควิบริโอซีส    
โรคฟูรันคูโรซีส และ RedMouth Disease ตลอดจนวัคซีนที่ปองกันโรคติดเชื้อไวรัส เชน Infectious 
pancreatic necrosis virus (IPNV) และ Infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) 
เปนตน แตผลที่ไดรับเปนเพียงการทดลองในหองปฏิบัติการเปนสวนใหญ การนํ าไปใชในการควบ
คุมและปองกันโรคของสภาพการเลี้ยงจริง ยังไมประสบผลดีเทาที่ควร การใชวัคซีนกับสัตวนํ้ าใน
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อนาคตมีแนวโนมเปนไปไดมากขึ้น โดยพิจารณาถึงหลักใหญๆ คือวิธีการเตรียมวัคซีนใหมี       
ประสิทธิภาพเพียงพอในการกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันโรค และวิธีการใหวัคซีนแกสัตวนํ้ าในแงของ 
mass immunization เพื่อที่จะสามารถนํ าไปใชไดในฟารมเลี้ยงปลาขนาดใหญ โดยวัคซีนอาจ
เตรียมจากตัวเชื้อจุลชีพหรือสวนประกอบของเชื้อที่ไดรับการดัดแปลงหรือเปนสารสังเคราะห
วัคซีนที่ใชอยูในปจจุบันแบงเปน 3 ชนิดใหญๆ ไดแก

1. วัคซีนตัวเปน (living antigen vaccine, live attenuated vaccine) เปน
วัคซีนที่มีสวนประกอบเปนเชื้อจุลชีพที่มีชีวิตแตถูกทํ าใหออนฤทธิ์แตสามารถกระตุนใหรางกาย
สรางภูมิคุมกันได

2. วัคซีนตัวตาย (non-living antigen vaccine, killing vaccine, inactivated 
vaccine) เปนวัคซีนที่ประกอบดวยเชื้อจุลชีพที่ทํ าใหตายดวยสารเคมีบางชนิด เชนฟอรมาลีน 
(formalin) หรือดวยความรอน

3. วัคซีนที่ผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพ ปจจุบันมีการใชดีเอ็นเอที่อยู นอก
โครโมโซมของแบคทีเรียหรือพลาสมิด (plasmid) เปนพาหะเพื่อใชในการผลิตสารที่ชวยกระตุน
ภูมิคุมกันหรือแอนติเจนใหไดปริมาณที่เพียงพอ โดยใชกระบวนการทางวิธีการจัดระเบียบใหมของ   
ดีเอ็นเอ (recombinant DNA technology) สวนใหญวัคซีนพวกนี้สรางขึ้นเพื่อปองกันการเกิดโรค
จาก ไวรัส โรคมาลาเรียที่เกิดจากปรสิต และวัคซีนดีเอ็นเอนี้ไดรับความสํ าเร็จจากการทดลองใน
สัตวหลายชนิดเชน หนู ไก วัว มา และปลา วิธีการเตรียมวัคซีนเริ่มจาก การแยกจีนที่นาสนใจและ
คิดวานาจะสรางโปรตีนที่สามารถกระตุ นภูมิคุ มกันในปลาไดมาเพิ่มปริมาณใหไดมากเทาที่
ตองการ ซึ่งขบวนการดังกลาวนี้เรียกวา การโคลนจีน (gene cloning) เชน การโคลนจีนที่สราง
ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) จากไวรัสที่กอใหเกิดโรค viral haemorrhagic septicemia (VHS) 
(McLauchlan et al., 2003) และ infectious haematopoietic necrosis (IHN) จากปลา           
เรนโบวเทราท แลวใสเขาไปใน Escherichia coli เพื่อให E. coli ซึ่งทํ าหนาที่เปนเจาบานสราง
โปรตีนดังกลาว ตอมาจึงนํ าโปรตีนที่ไดไปทํ าใหบริสุทธิ์แลวจึงฉีดเขาสูปลา พบวาปลาเทราท
สามารถสรางแอนติบอดีที่สามารถทํ าใหไวรัสไมสามารถกอใหเกิดโรคในปลา (neutralizing 
antibodies) ไดในระดับปานกลาง (Noonan et al., 1995 อางโดย ชนกันต, 2544) อยางไรก็ตาม
คุณภาพและปริมาณโปรตีนแอนติเจนที่ไดไมคงที่ บางครั้งมีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกัน
ที่ไมดี (poor immunogenicity) เนื่องมาจากขบวนการสรางโปรตีนใน E. coli ตางกับโปรตีนจาก
ตัวเชื้อโรคเดิม เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว มีการคิดคนวัคซีนดีเอ็นเอ (DNA vaccine) ข้ึนมา วิธี
นี้เร่ิมจากการโคลนจีนที่คิดวาสรางโปรตีนแอนติเจนเชนกัน จากนั้นนํ าไปตัดตอใสในพลาสมิด 



22

แลวนํ าไปใชเปนวัคซีนสํ าหรับปลา เมื่อวัคซีนดีเอ็นเอเขาสูเซลลของปลา จะมีการสรางโปรตีน
แอนติเจนซึ่งถูกควบคุมจากสวนของลํ าดับเบสที่มีหนาที่ในการเปดปดการทํ างานของจีน 
(eukaryotic promoter) วิธีนี้ไมตองใชวัคซีนปริมาณมาก เนื่องจากเซลลในรางกายปลาจะ
สามารถผลิตแอนติเจนเอง รวมทั้งโปรตีนแอนติเจนที่ไดจะมีลักษณะเหมือนโปรตีนที่สรางโดยไวรัส 
นอกจากนี้วัคซีนดีเอ็นเอมีขอดีกวาวัคซีนรุนเกาคือ วัคซีนมีจีนเพียงชนิดเดียวเทานั้น จึงไมมีปญหา
เร่ืองการเปลี่ยนกลับเปนสายพันธุ อันตราย และมีการสรางภูมิคุมกันหลายชนิดเชน ระบบ
ภูมิคุมกันสารนํ้ า เซลลที่ชวยในการพัฒนาเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดอื่น (T-helper cell) และ เซลลที่
มีกลไกสํ าคัญในการกํ าจัดเชื้อไวรัสและเซลลมะเร็ง เนื่องจากพลาสมิดที่ใชเปนพาหะไดจาก
แบคทีเรีย รวมทั้งมีความคงทนตออุณหภูมิที่สูงและตํ่ า ทํ าใหงายตอการเก็บรักษา และไมจํ าเปน
ตองใชแอดจูแวนท (adjuvant) (ชนกันต, 2545) จากรายงานวิจัย พบวา พลาสมิดมีความสามารถ
ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ แลวทํ าหนาที่เปนแอดจูแวนทในการเพิ่มประสิทธิ
ภาพของวัคซีนได (Kanellos et al., 1999)

การใหวัคซีนแกสัตวนํ้ ามีดวยกันหลายวิธีคือ การฉีด (injection) การผสมอาหาร (oral 
administration) และการแช (immersion) (เจษฎา, 2540) ซึ่งการใหวัคซีนโดยวิธีใดนั้นตองคํ านึง
ถึงปจจัยหลายอยาง ปจจัยที่สํ าคัญอยางหนึ่ง คือ ชนิดของสัตวนํ้ า เนื่องจากสัตวนํ้ าแตละชนิดมี
การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอวิธีการใหวัคซีนที่แตกตางกัน การใหวัคซีนโดยการฉีดเขากลามเนื้อ
หรือการฉีดเขาชองทอง วิธีนี้ใหผลในการสรางภูมิคุมกันดีที่สุดและรูอัตราการใหที่แนนอน รวมทั้ง
จะกระตุนภูมิคุมกันในปริมาณสูงและยาวนาน แตมีขอเสียคือ กอนการใหวัคซีนตองวางยาสลบ
ปลา การจับปลาจะทํ าใหปลาเกิดความเครียด ไมสามารถใชกับปลาที่มีนํ้ าหนักนอยกวา 15 กรัม 
วิธีการนี้ทํ าใหปลาเครียดไดงาย ส้ินเปลืองแรงงานและเวลา ไมเหมาะสมสํ าหรับปลาขนาดเล็ก
และปลาราคาถูก สวนการใหวัคซีนโดยการผสมอาหารนั้นเปนวิธีที่นาสนใจ เพราะสามารถใชกับ
ปลาเปนจํ านวนมากและทุกขนาด โดยปลาไมเกิดอาการเครียดเนื่องจากการจับ มีขอเสียคือ ตอง
ใชวัคซีนปริมาณมากทํ าใหเสียคาใชจายสูงและปริมาณวัคซีนที่ปลาแตละตัวไดรับไมแนนอน เนื่อง
จากปลากินอาหารไมเทากันทุกตัว อีกทั้งวิธีการนี้ใหผลในการปองกันโรคคอนขางตํ่ า อาจเปนผล
มาจากแอนติเจนบางชนิดถูกทํ าลายโดยกรดในกระเพาะและลํ าใสสวนหนาของปลา (ชนกันต, 
2544) สํ าหรับวิธีสุดทายคือ การแชเปนวิธีที่มีการพัฒนาใชกันอยางกวางขวาง เพราะสามารถทํ า
ไดกับสัตวนํ้ าทุกขนาดและสะดวก โดยวิธีการแชสัตวนํ้ าลงในวัคซีนโดยตรง ซึ่งนิยมใชกันมากใน
ฟารมเลี้ยงสัตวนํ้ า ระยะเวลาในการแชนั้นขึ้นอยูกับความเขมขนของวัคซีนที่ใช และอีกวิธีหนึ่งคือ 
แชสัตวนํ้ าลงในสารละลายเกลือ 0.85-8.0 เปอรเซ็นต กอนเพื่อทํ าใหปลามีการสูญเสียนํ้ าออกจาก
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รางกาย แลวนํ าไปแชในสารละลายวัคซีน ทํ าใหวัคซีนซึมเขาสูตัวปลาเพิ่มข้ึนมากกวาการแชปลา
ในวัคซีนโดยตรง (เจษฎา, 2540) อยางไรก็ตามมีการทดลองวา ไมจํ าเปนตองใชวิธีการดังกลาว
เพราะอาจมีอันตรายตอเหงือกปลา (Horne, 1997) เพียงแตใหมีการใชปริมาณของวัคซีนที่มาก
พอหรือยืดเวลาในการสัมผัสกับวัคซีนมากขึ้น Palm และคณะ (1998 อางโดย ชนกันต, 2545) 
แนะนํ าวา การใหวัคซีนสัตวนํ้ าในเชิงพาณิชย ควรใชวิธีการแชหรือผสมในอาหาร แมวาวิธีการแช
จะใหระดับการปองกันโรคนอยกวาวิธีการฉีด แตก็เปนวิธีที่ดีกวาการใหแบบผสมอาหาร และ Ellis 
(1998) กลาววาการใหวัคซีนทางปากเปนวิธีการที่ใหผลดีนอยที่สุด แสดงวาเหงือกและผิวหนัง
ปลาเปนสวนสํ าคัญในการรับวัคซีนเขาสูรางกาย จากการทดลองกระตุนภูมิคุมกันในปลากด
อเมริกันดวยวิธีการจุมปลาที่สลบใน dinitrophenylated-horse serum albumin (DNP16-HoSA) 
ซึ่งเปนแอนติเจน ปริมาณ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 3 นาที พบวาวิธีการนี้เปนวิธีการที่ไม
มีประสิทธิภาพพอจะกระตุนระบบภูมิคุมกันของปลากดอเมริกันได อาจเนื่องจากการสลบจึงทํ าให
การเคลื่อนไหวของแผนปดเหงือกถูกชะงัก รวมทั้งอาจไดรับบาดแผลเนื่องจากถูกตาขาย (Lobb, 
1987) ปจจัยอีกประการหนึ่งที่ทํ าใหประสิทธิภาพของการใชวัคซีนในการปองกันโรคสัตวนํ้ ายังไม
คอยไดผลคือ ชนิดของเชื้อโรคที่ใชทํ าวัคซีน โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อแบคทีเรียชนิด A. hydrophila
เชื้อชนิดนี้มีความหลากหลายทางดานสายพันธุมาก แตละสายพันธุสามารถทํ าใหเกิดโรครุนแรงไม
เทากัน เนื่องจากมีองคประกอบที่เกี่ยวของกับความเปนพิษตางกัน ทํ าใหภูมิคุมกันที่สัตวนํ้ าสราง
ข้ึนหลังจากไดรับวัคซีนของเชื้อสายพันธุหนึ่ง ไมสามารถปองกันโรคที่เกิดจากเชื้ออีกสายพันธุหนึ่ง
ได (เจษฎา, 2540) ชนกันต (2544) รายงานวาในประเทศไทยมีการทดลองผลิตวัคซีนโดยใช
ฟอรมาลินฆาเชื้อ A. hydrophila แลวฉีดใหกับปลาชอน ปลาดุกและปลานิล พบวา มีคาเบี่ยงเบน
ของแอนติบอดีไตเตอรสูง อาจเนื่องจากความแตกตางทางพันธุกรรม ภาวะความสมบูรณของตัว
ปลา ความเครียดก็อาจจะเปนสาเหตุหนึ่งทํ าใหภูมิตานทานแบบจํ าเพาะทํ างานไดไมดีเพื่อขจัด
ปญหาการเปลี่ยนจากเชื้อที่ไมรุนแรงเปนเชื้อที่มีความรุนแรง จึงคิดคนการผลิตวัคซีนโดยใชบาง
สวนของเชื้อโรคที่มีความสามารถกระตุนภูมิคุมกันปลามาเปนวัคซีนแทน การตรวจวิเคราะหหา
ปจจัยที่ทํ าใหเชื้อมีความรุนแรง (virulence factor) เปนขอมูลเบื้องตนที่ดีที่สุดในการพัฒนาวัคซีน
ใหมีประสิทธิภาพ จากการวิจัยพบวาสวนของเชื้อโรคสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตวนํ้ าได 
ไดแก โปรตีนที่อยูบริเวณผิวดานนอก (outer membrane protein) และสวนของผนังเซลล
แบคทีเรียแกรมลบ (lipopolysaccharide, LPS) เปนตน Clem และคณะ (1985) กลาววา LPS 
สามารถกระตุนการเพิ่มจํ านวนของเซลล B lymphocyte ซึ่งเปนเซลลที่ทํ าหนาที่สรางแอนติบอดี
และยังกระตุนการเพิ่มผลผลิตของโปรตีนที่มีลักษณะคลายอินเตอรลูคิน 1 จากเซลลโมโนซัยทของ
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ปลากดอเมริกัน หลังจากนั้น Thuvander และคณะ (1987) ไดทํ าการหาระดับของภูมิคุมกัน 
(protective immunity) ในปลาเรนโบวเทราท โดยการใหวัคซีนชนิด bivalent แบบฆาเชื้อดวย
ฟอรมาลิน ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย V. anguillarum serotype 1 และ 2 โดยแบงปลาเปน 3 กลุม
คือกลุมควบคุม กลุมที่ใหวัคซีนโดยวิธีการแช (direct immersion) ในวัคซีนที่เจือจาง 1:10 นาน 
20 วินาที และกลุมที่ใหวัคซีนโดยวิธีการฉีดเขาชองทอง (intraperitoneal) หลังจากใหวัคซีนเปน
เวลา 3 7 17 34 และ 46 สัปดาห แบงปลาแตละชุดการทดลองเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 ทํ าการ
ทดสอบความตานทานโรคโดยแชเชื้อ V. anguillarum serotype 1 ความเขมขน 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร แกปลาทั้งสามชุดการทดลอง แลวบันทึกอัตราการตายเปนเวลา 14 วัน ปลากลุมที่ 2 
เก็บตัวอยางเลือดและนํ าไปหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี ELISA ผลการทดลองพบวา หลังจากแช
เชื้อใหแกปลาทั้ง 3 กลุมแลว พบวาวัคซีนสามารถกระตุนใหปลาสรางภูมิคุมกันไดนาน 46 สัปดาห 
โดยปลาที่ไดรับวัคซีนทั้งสองวิธีมีอัตราการรอดสูงกวาปลาที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสํ าคัญ และ
วิธีการใหวัคซีนทั้งสองวิธีใหผลในการคุมโรคไมแตกตางกัน จากการหาปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี 
ELISA พบวา สัดสวน seropositive ในปลาที่ไดรับวัคซีนมีคาสูงกวาปลาที่ไมไดรับวัคซีนเลย และ
ปลาจะใหคาไตเตอรสูงสุดในสัปดาหที่ 7 โดยสัดสวนของปลาที่ใหผล seropositive ในชุดที่ไดรับ
วัคซีนโดยวิธีการฉีด (90% seropositive) จะสูงกวาที่ไดรับวัคซีนโดยวิธีการแช (55%
seropositive) และหลังจากนั้นคาไตเตอรจะคอยๆ ลดลงจนถึง 46 สัปดาห และยังพบขอดีของ
การตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีโดยวิธี ELISA คือสามารถตรวจสอบปริมาณแอนติบอดีนอยๆ ได 
หลังจากในสหรัฐไดรับความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางรุนแรงจากโรค enteric septicemia of 
catfish (ESC) ในการเลี้ยงปลากดอเมริกันเนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย Edwardsiella ictaluri นักวิทยา
ศาสตรชาวสหรัฐไดหาทางแกไขอยางเรงดวน Plumb และ Vinitnantharat (1993) ทดลองวัคซีนที่
เตรียมจากแบคทีเรียดังกลาวที่ฆาเชื้อดวยสารละลายฟอรมาลิน 0.8 เปอรเซ็นต นํ าไปใหลูก
ปลากดอเมริกันขนาดประมาณ 0.1 กรัม โดยจุมในวัคซีน 2 นาที สามเดือนตอมาไดตรวจสอบ
ความสามารถในการปองกันการตายของปลา โดยการใสเชื้อแบคทีเรียที่มีความรุนแรงลงในนํ้ า 
พบวาปลาดังกลาวมีอัตราตายเพียงรอยละ 6.7 เมื่อเทียบกับปลาในชุดควบคุมตายสูงถึงรอยละ 
96.7 ไดนํ าวัคซีนดังกลาวไปผลิตเชิงพาณิชย แตผลการใชวัคซีนยังมีความแปรปรวนสูง อาจจะมี
สาเหตุจากอายุและความสมบูรณของปลาที่แตกตางกัน นอกจากนี้ Sakai (1999) ผลิตวัคซีนที่
เตรียมจากเชื้อ V. anguillarum เปนวัคซีนที่ไดผลดีมากที่สุดสํ าหรับปลาแซลมอน ไมวาจะเปนการ
ใหโดยการฉีด การใหทางปาก และการจุม และไดรายงานตอวา ปลาเรนโบวเทราทที่จุมในวัคซีน
ชนิดนี้ยังสามารถเพิ่มความตานทานตอการตายจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus sp. 
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แสดงใหเห็นวา วัคซีนนอกจากจะกระตุนการสรางภูมิคุมกันแบบจํ าเพาะแลวยังสามารถกระตุน
ภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะดวย และจากการทดลองของ Kawai และคณะ (1999) ศึกษาวัคซีนที่อยู
ในรูปแคปซูลของเชื้อ Lactococcus garvieae ในปลาสํ าลี (Seriola quiqueradiata) พบวา
แอนติเจนจะถูกปลดปลอยออกมาในชวงความเปนกรดดางที่เปนกลาง และแบคทีเรียจะแสดงคุณ
สมบัติของแอนติเจน (antigenicity) สูงเมื่อ inactivated ดวยสารละลายฟอรมาลิน 0.2 เปอรเซ็นต 
หรือใชความรอน 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แต Klesius และ Shoemaker (1999 อาง
โดย ชนกันต, 2544) ชี้วาการใชแบคทีเรียที่ออนกํ าลังลง นาจะเปนวิธีที่ดีกวา เนื่องจากไมตอง
เตรียมวัคซีนในปริมาณมาก วัคซีนดังกลาวจะชวยกระตุนการสรางแอนติบอดี กระตุนการทํ างาน
ของเซลลที่มีหนาที่ในการกํ าจัดสิ่งแปลกปลอม และสามารถปองกันการตายของปลาจากการติด
เชื้อของแบคทีเรียชนิดนี้ และไดรับการอนุมัติจากกระทรวงเกษตรของสหรัฐอเมริกาใหทดลองใช
วัคซีนดังกลาวในภาคสนาม และจากการทดลองของ Wise (2000) ในการใหวัคซีนตัวเปนตอเชื้อ 
Edwardsiella Ictaluri ปริมาณ 1x107 CFU กับปลากดอเมริกัน ระยะปลานิ้ว (72 วันหลังจากฟก) 
ซึ่งเปนโรค enteric septicemia พบวาอัตราการรอดอยูระหวางรอยละ 67.1–100 และอัตราการ
ตายมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญระหวางวงศ (Families) กลุมที่ใหวัคซีน และกลุมที่ไมให
วัคซีน และพบวากลุมที่ไมไดรับวัคซีนจะมีอัตราการตายสูงที่สุด

วัคซีนปองกันโรคติดเชื้อปรสิตนั้นมีการศึกษากันอยางกวางขวาง โดยไดทํ าการศึกษา
กันมากวา 50 ป แตไมประสบความสํ าเร็จเทาที่ควร เนื่องจากปรสิตมีการพัฒนาหลายระยะภาย
ในตัวเจาบาน และมีการเคลื่อนตัวไปตามอวัยวะหรือเนื้อเยื่อ จากคุณสมบัติเหลานี้ของตัวปรสิตมี
ผลเหนี่ยวนํ าทํ าใหภูมิคุมกันของเจาบานตํ่ า (Overath et al., 2001) คุณสมบัติความเปน
แอนติเจนของปรสิตมีชีวิต (live parasites) เมื่อเทียบกับปรสิตที่ผานการสกัด พบวาที่ผานการ
สกัดมีความเสถียรและความเขมขนของแอนติเจนตํ่ าลง แมวาวัคซีนตัวเปนและวัคซีนที่ใชตัวปรสิต
มีชีวิตจะประสบผลสํ าเร็จ แตก็ยังไมไดมีการนํ ามาผลิตในทางการคา อาจเปนผลมาจากการที่
แอนติเจนของปรสิตมีความหลากหลายและโดยเฉพาะตัวปรสิตเองก็มีการพัฒนาหลายระยะ ดัง
นั้นเราจึงควรพัฒนาการกระตุนภูมิคุมกันโดยอาจจะพัฒนาวิธีการแยกสวนที่เปนแอนติเจนของ
ปรสิต วัคซีนตอปรสิตในปลาที่ศึกษากันมากไดแก วัคซีนตอเชื้อ I. multifilis (Wang et al., 2002)
สวนวัคซีนตอปรสิต trypanosome มีการศึกษากันไมมากนัก โดยทั่วไปวัคซีนสํ าหรับโรค
trypanosomiasis มีความสํ าคัญในการควบคุมโรคและกํ าจัดปรสิต แตตัวปรสิตสามารถกดระบบ
ภูมิคุมกัน (immunosuppression) นอกจากนี้ปรสิต trypanosome ยังมีความสามารถที่เปนเอก
ลักษณอีกประการหนึ่งคือ สามารถเปลี่ยนแปลงความเปนแอนติเจนหรือมีแอนติเจนหลายรูปแบบ 
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(antigenic variation) ที่ผิวเซลล ซึ่งลักษณะดังกลาวจะทํ าให trypanosome สามารถหลบหลีก
การตอบสนองทางภูมิคุมกันของเจาบานได (Olenick et al., 1981; Raper et al., 2002; Lubega
et al., 2002; Donelson, 2003) ทํ าใหเปนปญหาในการพัฒนาทางดานวัคซีน กลยุทธหนึ่งที่จะ
เอาชนะอุปสรรคนี้คือ ตองหาชุดของ epitopes ที่คงที่ Beat และคณะ (1984) กลาววา ไซโตโซลิค 
แฟลกชั่น (cytosolic fractions) ของ trypanosome มีความเปนแอนติเจนที่คงที่ แตมักจะเปน 
immunogen ที่ไมดี และ Gull และคณะ (1986 อางโดย Lubega et al., 2002) กลาววา 
pellicular และ microtubules ในแฟลกเจลลาของปรสิต trypanosome มีสวนเกี่ยวของกับการ
สรางภูมิคุมกันที่คอนขางชัดเจน โดย pellicular และ microtubules ถูกเชื่อมเขาดวยกันและเชื่อม
อยูกับ plasma membrane โดย microtubule associate protein (MAPs) มีความยืดหยุนสูง มี
กลไกที่ คงที่ และเคลื่อนที่ไปสูเซลล microtubule พบไดในแฟลกเจลลา แอนติเจนของ 
trypanosome ที่ทํ าหนาที่ในการเหนี่ยวนํ าใหเกิด protective immunity มีคุณสมบัติเปน         
ไกลโคโปรตีนและมีนํ้ าหนักโมเลกุลเทากับ 60,000-65,000 ดาลตัน (daltons) ซึ่งขึ้นกับชนิดของ
ปรสิต (Murray et al., 1983) membrane antigen ที่แยกไดจากระยะในกระแสเลือดของ 
Trypanosoma brucei rhodesiense แสดงความสามารถในการปองกันโรคของระบบภูมิคุมกัน
ในหนู กระตาย และแกะ Donelson (2003) กลาววา variant surface glycoprotein (VSG) บนผิว
เซลลของปรสิต trypanosome สามารถกระตุนภูมิคุมกันได ซึ่งสวนนี้เปน antigenic variation 
โดยจะมี 1,000 VSG gene และ pseudo-VSGs กระจัดกระจายอยูบนจีโนม (genome) ของตัว
ปรสิต เชนเดียวกับ Pays และ Nolan (1998) กลาววาแอนติเจนบนผิวเซลลที่นํ ามาใชผลิตวัคซีน
เปนไกลโคโปรตีน 2 ชนิดคือ VSG จากระยะที่อาศัยอยูในกระแสเลือดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
และโพรไซคลิน (procyclin) จากระยะโพรไซคิก (procyclic forms) ที่อยูในพาหะที่เปนแมลง แต
โพรไซคลินไมไดรับความสนใจที่จะนํ ามาพัฒนาผลิตเปนวัคซีน เมื่อสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเกิดการ
ติดเชื้อ trypanosome เปนครั้งแรก พบวา มีการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ดี กลาวคือ กอนที่    
รางกายของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะกํ าจัดปรสิตออกหมด จะมีการผลิต protective antibody ตอ 
VSGs ของปรสิตในระยะที่อยูในกระแสเลือด Mkunza et al. (1995) ไดทํ าการทดลองให
แอนติเจนที่ไดจาก flagellar pocket ของ T. brucei rhodesiense และใหเชื้อ T. congolense
และ T. vivax ในวัว เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมไดรับวัคซีน โดยแบงเปน 3 การทดลอง การ
ทดลองที่1 พบวากลุมที่ 1 ซึ่งเปนกลุมควบคุมมีการติดเชื้อรอยละ 58 กลุมที่ 2 ไดรับ samorin   
พบวามีการติดเชื้อ รอยละ 43 กลุมที่ 3 ไดรับวัคซีนโดยมี bovine serum albumin (BSA) เปน 
carrier และมี alum เปนแอดจูแวนท พบวามีการติดเชื้อรอยละ 26 การทดลองที่ 2 กลุมควบคุมมี
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การติดเชื้อรอยละ 22 ในขณะที่กลุมที่ไดรับวัคซีนมีการติดเชื้อรอยละ 9 และการทดลองที่ 3 จะใช 
ovalbumin เปน carrier หลังจาก 15 เดือน พบวาในกลุมควบคุมมีการกลับมาติดเชื้อรอยละ 13
แตกลุมที่ไดรับวัคซีนมีเพียงรอยละ 0.9 เทานั้น ผลการทดลองครั้งนี้เปนรายงานครั้งแรกในเรื่อง
ของ heterologous immunoprotection ตอโรค trypanosomiasis ในวัว และ ILRI (1998 อางโดย 
Lubega et al., 2002) พบวาหนูที่ไดรับ flagella pocket fractions ของ T. rhodesiense สามารถ
ปองกันไดเพียงบางสวน (partial protection) สวนการปองกันแบบสมบรูณ (complete 
protection) ไดมีรายงานจากการใชชิ้นสวนแฟลกเจลลาจาก T. brucei ซึ่งประกอบดวย 
microtubule associated protein (MAP 52) และ 2 glycosomal enzymes (Balaban et al., 
1995 อางโดย Lubega et al., 2002) จากการทดลองของ Lubega และคณะ (2002) รายงานวา
ทูบูลิน (tubulin) ที่สกัดจาก T. brucei นํ าไปฉีดใหหนูทดลอง หลังจากนั้นฉีดเชื้อ T. brucei       
T. congolense หรือ T. rhodesiense พบวา Renatured T. brucei tubulin สามารถเหนี่ยวนํ าให
เกิดการปองกันในหนูทั้งหมดที่ทดสอบ (รอยละ 60-80) สวน Denatured T. brucei tubulin เปน
การทํ าให tubulin เสียสภาพ โดยการนํ า Renatured T. brucei tubulin ไปทํ าใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 
SDS-PAGE และ synthetic tubulin peptides รวมทั้ง ทูบูลินจากสมองหนู ใหระดับแอนติบอดีต่ํ า
กวา จากขอมูลแสดงใหเห็นวา ทูบูลินสามารถใชเปนสารที่สามารถมีปฏิกริยาสรางภูมิคุมกันตอบ
ได (immunogen) และคาดวาจะเปนเปาหมายหนึ่งที่ใชในการศึกษาพัฒนาในเรื่องความจํ าเพาะ
ของปรสิต (parasite-specific) และมีความหวังวาจะพัฒนาทํ าเปนวัคซีนได นอกจากนี้ Dustin 
(1984) กลาววา ทูบูลินเปนโปรตีนที่มีโครงสรางเปนแบบ heterodimer พบไดในเซลล eukaryotic
ทั้งหมด ทูบูลินในปรสิต trypanosome มีนํ้ าหนักโมเลกุล 55 กิโลดาลตัน มี 2 isoform คือ 1- และ 
3- tubulin คุณสมบัติทางชีวเคมี ไมมีการเปลี่ยนแปลงตลอดวงจรชีวิตและทูบูลินสามารถสราง
ภูมิคุมกัน (immunotherapeutic) ตอ Brugia pahangi และทํ าใหอัตรารอดของ microfilaraemia
และหนอนตัวเต็มวัย (adult worm) ในสัตวทดลองลดลง (Bughio et al., 1993)

ในการศึกษาภูมิคุมกันของโรคติดเชื้อปรสิต trypanosome ในปลา เชนการตรวจหา
ระดับแอนติบอดี (antibody) หรือการสรางภูมิคุมกันโดยการฉีดวัคซีนจํ าเปนที่จะตองมีสาร
แอนติเจน (antigen) ซึ่งสามารถเตรียมไดจากตัวปรสิต trypanosome จากการศึกษาของ Evans 
และ Lumsden (1979 อางโดย Bienek et al., 2002) รายงานวา ปลาทองที่ไดรับ trypanosome 
ที่ฆาดวยความรอนไมประสบผลสํ าเร็จในการปองกัน แตการศึกษานี้ไมไดตีพิมพ ขณะที่ Wang 
และ Belosevic (1994) ใชแอนติเจนของ T. danilewskyi ที่แยกจากเลือดปลาทองโดยใช Ficoll–
paque อาศัยนํ้ าหนักโมเลกุลที่ตางกัน นอกจากนี้ Cotlrell (1977) ใช T. platessae ที่เลี้ยงในหอง
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ปฏิบัติการ ฉีดเขาเสนเลือดปลา plaice พบวาระดับของ β-globulin ในซีรัมปลาเพิ่มข้ึน และคาด
ว าอาจเกี่ยวข องกับการหลั่ งแอนติบอดีต อปรสิต  การตอบสนองต อการติดเชื้อพวก  
hemoflagellate จะคลายกับสัตวมีกระดูกสันหลังซึ่งภูมิคุมกันที่สรางขึ้นภายหลัง (acquired 
immunity) จะมีทั้งภูมิคุมกันแบบสารนํ้ าและภูมิคุมกันแบบเซลล ปรสิต trypanosome จะเพิ่ม
จํ านวนแบบทวีคูณ และปลาจะผลิต neutralizing antibodies ในระหวางการติดเชื้อและปริมาณ
แอนติบอดี (antibody) จะสลายภายใน 3 สัปดาหหลังจากไมปรากฎ trypanosome ในกระแส
เลือด (Barrow, 1954 อางโดย Woo, 1981) แตปลาที่รอดชีวิตจากการติดเชื้อจะมีภูมิคุมกันเปน
ระยะเวลานาน (Woo,1981) และไมกลับมาติดเชื้อชนิดเดิมอีก (re-infected) (Lom, 1973 อาง
โดย Woo, 1981) นอกจากนี้ Woo (1981) พบวา ปลาทองที่ไดรับ trypanosome ในปริมาณตํ่ าทํ า
ใหมีเวลาเพียงพอที่ทํ าใหระบบภูมิคุมกันสามารถตอบสนองตอปรสิตและกํ าจัดปรสิตจากกระแส
เลือดในเวลาประมาณ 70 วัน ปริมาณ trypanosome ที่ปลอยออกมาในกระแสเลือดทีละนอย จะ
ไปกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันอยางตอเนื่อง ซึ่งใกลเคียงกับการทดลองของ Woo และคณะ (1991) 
กลาววาปลาสวนใหญที่มีปรสิต trypanosome หลงเหลืออยู และตอมาเมื่อไดรับปรสิตชนิดเดิมจะ
สามารถปองกันไดอยางนอย 89 วัน โดยระบบภูมิคุมกันเปนแบบ non-sterile อาจอยูไดถึง 190 
วัน (Woo, 1981) นอกจากนี้ Overath et al. (1999) กลาววาการติดเชื้อปรสิต trypanosome ใน
ชวงแรกจะมีปริมาณ trypanosome ในกระแสเลือดสูงหลังจากนั้นจะลดลงอยางฉับพลัน โดยใน
ปลาคารพบางชนิดไมสามารถตรวจพบ trypanosome ทั้งในกระแสเลือดและอวัยวะภายใน ใน
ขณะที่ปลาชนิดอื่นใชระยะเวลามากกวา 1 ป ยังสามารถตรวจพบ trypanosome ในกระแสเลือด
ได แตมีปริมาณตํ่ า (Chronic phase) จากการทดลองในเรื่อง passive immunization ดวย IgM 
บริสุทธิ์ ที่ไดจาก ซีรัมของปลาคารพที่ไดรับ trypanosome ชี้ใหเห็นวาการติดเชื้อถูกควบคุมโดย
แอนติบอดี โดยระดับของแอนติบอดีที่ตอตานปรสิตในปลาคารพยังคงมีระดับที่สูงอยูเปนเวลา
หลายเดือน ถึงแมวาจะเปนระดับที่ต่ํ ามากโดย IgM มีคร่ึงชีวิต (half life / t 1/2) เทากับ 22.5 วัน
Bienek et al. (2002) รายงานวาภูมิคุมกันของปลาตอปรสิต T. danilewskyi ในแงของประสิทธิ
ภาพของการกระตุนภูมิคุมกันดวยสารคัดหลั่ง (excretory-secretory product, ES) จาก 
trypanosome ไดทํ าการศึกษาการแพรกระจายของการติดเชื้อ ความอุดมสมบรูณของปรสิต และ
ปริมาณแอนติบอดี ฉีด ES ES ผสม Freund’s complete adjuvant (FCA ; เชื้อตายของ 
mycobacterium ใน water-in-oil emulsion, ES-FCA) และ ES ผสม Freund’s incomplete 
adjuvant (ES-FIA) เขาบริเวณชองทอง (intraperitoneal) ของปลาทอง พบวาปลาทองที่ไดรับ 
ES-FCA สามารถปองกันการติดเชื้อ T. danilewskyi ได (p<0.05) สวนปลาทองที่ไดรับ ES และ 
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ES-FIA ไมสามารถปองกันการติดเชื้ออยางมีนัยสํ าคัญ นอกจากนี้ยังพบวา หลังจากกระตุนครั้งที่ 
2 และ 3 คาการดูดกลืนแสง (OD) ของแอนติบอดีในซีรัมเพิ่มข้ึน 20 เทาเมื่อเทียบกับซีรัมกอน
ทดลอง จากผลการทดลองนักวิจัยสรุปวา ES จาก trypanosome เพิ่มความตานทานเชื้อ           
T. danilewskyi โดย ES-FCA สามารถปองกันไดมากที่สุด ซึ่งการตอบสนองดานเซลลมีบทบาทใน
การปองกันการติดเชื้อ

Hebert และคณะ (2000) ทดลองใช Clolera toxin เปนแอดจูแวนท (แอดจูแวนท คือ
สารที่ผสมกับแอนติเจนแลวจะทํ าใหเกิดภูมิคุมกันไดมากกวาเมื่อฉีดดวยแอนติเจนเพียงอยาง
เดียว) โดยฉีดเขาบริเวณภายในชองทองปลากดอเมริกัน พบวาการใช chloera toxin และ non–
toxic B subunit ของ chloera toxin เปนแอดจูแวนทสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการหลั่ง
แอนติบอดีได การศึกษาครั้งนี้ยังพบวาแอนติเจนที่รวมกับแอดจูแวนทแอนติเจน conjugate ดวย
แอดจูแวนท หรือแอนติเจนในแคปซูลจะเพิ่มการตอบสนองของภูมิคุมกันในปลากดอเมริกัน เมื่อได
รับทางปาก (orally) ลํ าไสตรง (rectally) หรือชองทอง นอกจากนี้มีรายงานวา แอดจูแวนทเพียง
อยางเดียวจะเหนี่ยวนํ าใหเกิดการตานทานเชื้อสูงขึ้น และสันนิษฐานวา แอดจูแวนทจะทํ าหนาที่
กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะที่มีมาแตกํ าเนิด (innate immunity) (Olivier et al., 1985; 
Kodama et al., 1989) และในระหวางป 1984–1995 ไดมีการระบาดของ โรคฟูรันคูโรซีส ใน
ฟารมเลี้ยงปลาของประเทศนอรเวย (Norway) และประเทศสกอตแลนด (Scotland) จึงไดมีการ
ทดลองใช oil-adjuvanted vaccines (OAVs) พบวาสวนของประเทศสกอตแลนด มีการลดลงของ        
โรคฟูรันคูโรซีส เมื่อไดรับ OAVs มากอน ในขณะที่ประเทศนอรเวยเวลาที่ให OAVs กับการลดลง
ของโรคฟูรันคูโรซีสใกลเคียงกัน (Smith and Hiney, 2000) และจากการทดลองฉีดวัคซีนจากเชื้อ 
A. hydrophila กับปลาดุกอุย ที่มีขนาดความยาวและนํ้ าหนักเฉลี่ย 15.6 เซนติเมตรและ 92.8 
กรัม ตามลํ าดับ พบวาในการฉีดครั้งแรก ปลาดุกอุยที่ถูกฉีดดวยวัคซีนผสมกับ Freund’s
complete adjuvant (FCA) ในอัตราสวน 1:1 เขาทางชองทอง มีการสรางแอนติบอดีในซีรัมสูงสุด 
(50.0 โดยเฉลี่ย) สวนการฉีดเขาชองทองดวยวัคซีนปกติ การฉีดเขากลามเนื้อดวยวัคซีนผสม FCA 
การฉีดเขากลามเนื้อดวยวัคซีนปกติ และกลุมควบคุม การฉีดวัคซีนครั้งที่ 2 ทั้ง 5 ประเภทใหผล
คลายคลึงกับคร้ังแรก แตจะกระตุนใหเกิดการสรางแอนติบอดีในปริมาณที่สูงกวา ปลาที่ไดรับ
วัคซีนทั้งหมดมีความตานทานตอเชื้อ A. hydrophila โดยระดับแอนติบอดีจะสูงสุดในสัปดาหที่ 5 
และเริ่มลดลงตํ่ าสุดในสัปดาหที่ 9 (นนทวิทย และคณะ, 2532) เชนเดียวกับการทดลองของจิตต
เกษมและคณะ (2536; อางโดยชนกันต, 2544) ใช FCA ผสมกับเชื้อ A. hydrophila ที่ฆาดวย 
ฟอรมาลีนในอัตราสวน 1:1 แลวฉีดเขาชองทองของปลาชอน พบวาปลาใหคาแอนติบอดีไตเตอร
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สูงสุดหลังจากการใหคร้ังแรก และปลาที่ฉีดวัคซีนผสมแอดจูแวนทจะมีปริมาณแอนติบอดีไตเตอร
ที่สูงกวาวัคซีนที่ไมผสมแอดจูแวนท อยางไรก็ตามปริมาณแอนติบอดีจะลดลงหลังจากใหวัคซีน
คร้ังที่สองและสาม อาจสืบเนื่องจากกลไกการทํ างานของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่งที่ลดการตอบ
สนองตอส่ิงแปลกปลอมหรือแอนติเจนที่เขาสูรางกายหลายๆ คร้ัง (suppressor T-lymphocyte)

และจากการทดลองของวงศทิพา (2541) พบวา หลังจากฉีดเชื้อปรสิต trypanosome
จํ านวน 2.1x106 ตัว/ปลา ในปลาปกติพบวา โดยเฉลี่ยแลววันที่ 4 ปรสิตจะเพิ่มจํ านวนไดมากที่สุด
จนทํ าใหปลาตาย ซึ่งจะเห็นไดวาปรสิตชนิดนี้สามารถเพิ่มจํ านวนไดอยางรวดเร็ว และจากการ
ทดลองฉีด T. carassii ปริมาณ 500 ตัว เขาทางชองทองของปลาทอง พบวาเขาสูระยะ 
prepatent โดยเฉลี่ยประมาณ 5-7 วัน และปริมาณปรสิตจะขึ้นสูงหลังจากไดรับเชื้อ 21 วัน โดยมี
ความหนาแนนของเชื้อ 1.6x106 ตัว/ลูกบาศกเมตร ทํ าใหปลาสวนใหญเกิดการตาย (Lom, 1979 
อางโดย Lom and Dykova, 1992)

วัตถุประสงค
1. เพื่อศึกษาวิธีเตรียมแอนติเจนที่เหมาะสมสํ าหรับใชเปนวัคซีนตอปรสิต
      trypanosome
2.  เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody) ตอปรสิต trypanosome ที่
สามารถประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัย
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