
บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

ในสิ่งแวดลอมธรรมชาติ การติดเชื้อปรสิต trypanosome ในตวัปลาเกิดขึ้นเมื่อมีปลิงที่มี
เชื้อปรสิต trypanosome มาดดูเลือดปลา โดยขณะที่กํ าลังดูดเลือดจะมีการถายทอดปรสิตใหแก
ตัวปลา หลงัจากนั้นปรสิตจะมีการแบงตัวเพิ่มจํ านวนในกระแสเลือดของตัวปลา (Woo, 1981) ซึ่ง
เป นลักษณะเดียวกับการทดลองครั้งนี้  แตการทดลองในครั้งนี้ทํ าให ปลาติดเชื้อปรสิต 
trypanosome โดยการฉีดตัวปรสิตเขาไป พบปรสิตในกระแสเลือดเปนครั้งแรกเมื่อเวลาผานไป 18 
ชัว่โมง หลังจากนั้นปรสิต trypanosome จะแบงตวัเพิม่จํ านวนขึ้นเรื่อยๆ กระทั่งมีจํ านวนประมาณ 
107-108 ตัว/มลิลิลิตร ปลาสวนหนึ่งที่ไมสามารถทนตอปรสิตไดก็จะตาย เชนเดียวกับการทดลอง
ของ Woo (1981) ทีพ่บวาในของเหลวหรือนํ้ าชองทองของปลาที่ตายมีปริมาณ trypanosome อยู
ประมาณ 4.3x107 ตัว/มลิลิลิตร สวนปลาที่รอดชีวิตก็จะมีความสามารถในการกํ าจัดปรสิตออก
จากกระแสเลือดได โดยปรสิตจะคอยๆ ลดจ ํานวนลงจนไมพบปรสิตในกระแสเลือด ซึ่งใชเวลาตั้ง
แต 9-27 วนัขึน้กบัตัวปลา แตการทดลองกอนหนานี้พบวาปลาทองใชเวลามากกวา 48 วัน (Lom, 
1973) ปลา plaice ใชเวลาประมาณ 70 วัน (Woo, 1981) และใชเวลามากกวา 65 วัน (Wang 
and Belosevic, 1994) นอกจากนี้ Wang และ Belosevic (1994) กลาววา การตายของปลาอาจ
ลดลงได ถาปลาไดรับปรสิตจํ านวนนอยลง โดยทดลองฉีด T. danilewskyi จ ํานวน 0.5x106      
1.0 x106 และ 2.0 x106 ตัว/มลิลิลิตร ใหกับปลาทองพบวามีอัตราการตายรอยละ 29.2  43.8 และ 
68.8 ตามล ําดบั ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้ พบวาเมื่อทดลองฉีดปรสิต trypanosome 
จ ํานวน 1.0x107 ตัว/มลิลิลิตร พบปลาตายรอยละ 50 และ 80 แตถาฉีดปรสิตจํ านวน 1.0x105  
ตัว/มลิลิลิตร พบปลาตายเพียงรอยละ 20 เทานั้น เชนเดียวกับการทดลองของ Nazrul Islam และ 
Woo (1991) ซึง่ไมพบการตายของปลาทอง ที่ไดรับ T. danilewskyi จ ํานวนนอย (3,800 ปรสิต/ตัว
ปลา) แตถาปลาไดรับจํ านวนปรสิตมากขึ้น (1.0x105 ปรสิต/มิลลิลิตร) ปลาก็จะตาย อาจเนื่องจาก 
ปรสิตปริมาณตํ่ าๆ ทํ าใหระบบภูมิคุมกันมีเวลาพอเพียงในการตอบสนองตอการติดเชื้อปรสิตและ
สามารถกํ าจัดปรสิตได

จากการศึกษาชนิดและปริมาณเซลลเม็ดเลือดขาวในเลือดปลาดุกพันธผสม กอนและ
หลังจากไดรับสารทดสอบ 1 สัปดาห สามารถตรวจพบเซลลเม็ดเลือดขาว 4 ชนิด ไดแก         
ทรอมโบซัยท ลิมโฟซัยท นวิโตรฟล และโมโนซยัท แตไมพบเม็ดเลือดขาวชนิดอีโอซิโนฟล และ      
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เบโซฟล ซึง่สอดคลองกับการศึกษาชนิดของเซลลเม็ดเลือดขาวในปลาดุกดานที่ไมพบเบโซฟล และ
อีโอซิโนฟล ในระบบการหมุนเวียนเลือด (ชะลอ และคณะ 2530) แตจากการศึกษาในปลากด
อเมริกัน (Williams and Warner, 1976) และปลาเทราท (Anderson, 1974) สามารถพบทั้ง       
เบโซฟล และอีโอซิโนฟล ในขณะที่ Fijan (2002) ศึกษาในปลากดอเมริกันดวย ปรากฎวาไมพบ  
เบโซฟล

การศึกษาจํ านวนเม็ดเลือดขาว พบวา จํ านวนเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท ในกลุม   
ควบคุม กลุมที่ไดรับ sonicated antigen และกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท มีจํ านวนลดลง 
โดยกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท มจี ํานวนโมโนซยัทลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ 
อาจจะเปนผลมาจาก โมโนซัยทออกไปยังบริเวณชองทองตรงที่ฉีดสาร เหมือนกับกลุมที่ไดรับ
sonicated antigen ที่ลดลงบาง แตไมมากเทากับกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับ Freund’s       
แอดจูแวนท แตกลุมที่ไดรับ sonicated antigen ผสม Freund’s แอดจูแวนท กลับมีปริมาณมาก
ข้ึน และพบวา จํ านวนของนวิโตรฟลกอนและหลังทดลองมีลักษณะเดียวกับโมโนซัยท แสดงวา 
sonicated antigen อาจมผีลไปกระตุนใหเซลลในระบบภูมิคุมกันเชน T-cell สรางสารไปกระตุน
ใหมีการสราง นิวโตรฟลและโมโนซัยทมากขึ้น เชน Granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) เชนเดยีวกับในสัตวชั้นสูง (สุทธิพันธ, 2529; Kanellos et al., 
1999) สวนจํ านวนลมิโฟซัยทในกลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนทจะลดลง ขณะที่กลุมอ่ืนเพิ่มข้ึน ซึ่งตางกับในสัตวชั้นสูงที่ ถาหากไดรับสาร
กระตุนภูมิคุมกัน จํ านวนลมิโฟซยัทจะเพิ่มข้ึน อาจเปนไปไดวาในปลา เมื่อถูกกระตุนดวยสารที่
เปนแอนตเิจนลมิโฟซัยทอาจเขาไปอยูในอวัยวะของระบบภูมิคุมกันเชน ไตสวนหนา และมาม

ผลการศึกษาความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือดขาวจากปลาที่ไดรับการฉีด
sonicated antigen พบวาปลากลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนท มีเปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซีสสูงกวากลุมควบคุม แสดงวา sonicated antigen
มผีลท ําใหเกิดกระบวนการจับกิน (phagocytosis) ดีข้ึน ซึง่เปนกระบวนการตอบสนองภูมิคุมกัน
แบบไมจํ าเพาะ (non-specific immunity) (ไหม, 2543) สวน Freund’s แอดจูแวนท ไมมีผลในการ
กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ เนื่องจากเปอรเซ็นตฟาโกซัยโตซสี ต่ํ ากวากลุมควบคุม Kaushik 
(1999) กลาววา มาโครฟาจมีบทบาทในการตอตานโรค trypanosomiasis โดยไนตริกออกไซด 
(nitric oxide) ทีผ่ลิตโดยมาโครฟาจสามารถทํ าใหปรสิต trypanosome แตกสลาย

การศกึษาการหาแอนติเจนที่จะใชเปนวัคซีนในครั้งนี้มีการเตรียมแอนติเจน 2 แบบคือ 
ใชความรอน 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (heat-killed antigen) และการทํ าใหเซลลของ
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ปรสิตแตกโดยใชเครื่อง sonicator (sonicated antigen) พรอมทั้งผสมแอดจูแวนทคือ เบตา-     
กลูแคน (ผสมกับ heat-killed antigen) และ complete and incomplete freund’s oil adjuvant 
(ผสมกับsonicated antigen) แลวน ําไปฉีดใหปลา จากการทดลองใช heat-killed antigen พบวา
กลุมที่ไดรับ heat-killed antigen มจี ํานวนปรสิตนอยที่สุด แตในกลุมที่ไดรับ heat-killed antigen
ผสมเบตา-กลแูคน กลบัมมีากกวากลุมควบคุม อยางไรก็ตามจํ านวนปรสิตในทุกกลุมทดลองมีคา
ใกลเคียงกัน แสดงวา heat-killed antigen ไมไดเพิ่มความสามารถในการกํ าจัดเชื้อปรสิต ซึ่งสอด
คลองกับการทดลองของ Evans และ Lumsden (1979 อางโดย Bienek et al., 2002) พบวา  
ปลาทองที่ไดรับ trypanosome ซึง่ฆาดวยความรอนไมประสบความสํ าเร็จในการปองกัน สวนการ
ทดลองใช sonicated antigen นัน้ พบวาจํ านวน trypanosome ในกระแสเลือด เปอรเซ็นตการติด
เชือ้และอัตราการเพิ่มข้ึนของกลุมที่ไดรับ sonicated antigen และ sonicated antigen ผสม 
Freund’s แอดจูแวนท นอยกวากลุมควบคุม สวนการกํ าจัดเชื้อปรสิตจะดีกวาในกลุมควบคุมและ
กลุมที่ไดรับ Freund’s แอดจูแวนท แตไมมีความแตกตางกัน หลังจากไมพบปรสิตในกระแสเลือด 
1 สัปดาหทํ าการฉีดปรสิตซํ้ าจํ านวน 1.0x105 ตัว/มลิลิลิตร พบวาสวนใหญไมติดเชื้อปรสิตซํ้ า จาก
ปลา 32 ตัว มกีารติดเชื้อปรสิต 13 ตัว และมีเพียง 2 ตัวเทานั้นที่ติดเชื้อมากกวา 1 วัน ซึ่งสอด
คลองกับรายงานการศึกษาของ Woo (1981) กลาวไววา ปลาที่รอดชีวิตจากการติดเชื้อจะมี
ภูมคุิมกันเปนเวลานาน และไมกลับมาติดเชื้อปรสิตชนิดเดิมอีก

จากผลการทดลองทั้งหมดในครั้งนี้ยังไมอาจกลาวไดวาแอนติเจนที่ใชในการทดลองครั้ง
นี้สามารถใชเปนวัคซีนที่ดีได จึงควรมีการศึกษาการตอบสนองภูมิคุมกันดานเซลลเพิ่ม หรืออาจ
ตองหาวธิเีตรียมแอนติเจนแบบอื่น เพื่อที่จะสามารถกระตุนใหเกิด immunoprotection ตอเจาบาน 
โดยนํ าไปใชประโยชนในการปองกันและควบคุมการเกิดโรค trypanosomiasis เชนรายงานการ
ทดลองพบวามีการใชสวนประกอบตางๆ ของปรสิต trypanosome เตรียมเปนแอนติเจนดังนี้ 
flagellar pocket antigen (Mkunza et al., 1995) excretory-secretory product (Bienek, 
2002) ทูบูลิน (tubulin) ทีแ่ยกไดจากแฟลกเจลลา (Lubega, 2002) แอนตเิจนที่เตรียมโดยการนํ า
ตัวปรสิตมาแชแข็ง-ละลาย (freeze-thraw) สลับกันหลายๆ คร้ัง (Cuna et al., 2002) และการแยก
โปรตนีสวนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 64 กิโลดาลตัน (kDa) จาก T. cruzi (Uzcanga et al., 2002) 
สํ าหรับแอดจูแวนท ทั้งเบตา-กลูแคน และ Freund’s แอดจูแวนท เพียงอยางเดียวไมสามารถ
เหนีย่วน ําใหเกิดภูมิตานทานตอปรสิตได โดยดูจากผลการทดลองเรื่องความสามารถในการการจับ
กนิของเมด็เลือดขาว และความสามารถในการกํ าจัดเชื้อ ซึ่งตางกับ Bayne และ Gerwick (2001) 
ทีก่ลาววา แอดจูแวนทเพยีงอยางเดียวสามารถชักนํ าใหเกิดการตานทานเชื้อโรค (pathogen) สูง 
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โดยสันนิษฐานวา อาจจะไปกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะที่อยูในรางกายมาแตกํ าเนิด 
(innate immune system)

เมื่ อนํ  าซีรั มปลาในระยะต  า งๆ  มาตรวจหาแอนติบอ ดี โดยวิ ธี  p a s s i v e  
hemagglutination พบวา ในระยะกอนทดลองไมพบคาแอนติบอดี และในแตละระยะใหคา
แอนติบอดีที่ต่ํ าคือ อยูในชวง 1:2-1:128 ซึง่แตกตางจากใช excretory-secretory ในการกระตุน
ปลาทอง เมื่อนํ าซีรัมมาตรวจสอบโดยวิธี ELISA ซึง่เปนวธิทีีม่ีความไวกวา พบวาปลาที่ถูกกระตุน
ดวย excretory-secretory ผสม Freund’s complete adjuvant หลงัจากไดรับการกระตุนครั้งที่ 2 
และ 3 มคีาการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึน 20 เทาจากกลุมควบคุม (Bienek, 2002) แตจากการศึกษาครั้ง
นี ้ ปริมาณแอนติบอดีที่พบจะแตกตางกันมาก ซึ่งไมสามารถอธิบายกลไกการเกิดแอนติบอดีในแต
ละกลุมการทดลอง อาจเนื่องจากปลาที่ใชในการทดลองครั้งนี้ แมวาจะซื้อจากบอเลี้ยงเดียวกัน แต
กไ็มสามารถแนใจไดวามาจากพอแมเดียวกันทั้งหมด ควรใชสัตวทดลองที่เปน inbred คือมีการ
ผสมพนัธุในพอแมเดียวกัน หรือครอบครัวอยางนอย 20 generation เพือ่ทีจ่ะไดมีลักษณะทาง
พนัธกุรรมเหมือนกัน อยางไรก็ตามปลาสามารถสรางแอนติบอดีตอแอนติเจน trypanosome ที่ใช
ทดลองได

จากการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอปรสิต trypanosome คร้ังนี้พบวา สามารถผลิต
ได โดยการฉีดกระตุนระบบภูมิคุมกันของกระตายดวย sonicated antigen ผสมรวมกับ Freund’s 
แอดจูแวนท กระตายที่ถูกกระตุน 2 คร้ัง สามารถผลิตแอนติบอดีตอปรสิต trypanosome ไดต่ํ า
กวากระตายที่ไดรับการกระตุน 3 คร้ัง จะสังเกตเห็นวา ปริมาณแอนติบอดีตอ sonicated antigen
ของtrypanosome ทัง้ในปลา และกระตายใหคาไตเตอรที่คอนขางตํ่ า อาจเปนเพราะมีความเปน
แอนตเิจนทีไ่มดี และโครงสรางโมเลกุลที่ไมซับซอน แตไมใชเพราะมีโมเลกุลขนาดเล็ก เพราะจาก
การทํ า SDS-PAGE พบวาแอนตเิจนประกอบดวยโปรตีน 3 แถบ โดยมีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 
72.3  56.07-46.33 และ 32.30-24.00 kDa ซึง่คลายกับการศึกษาขนาดของโมเลกุลของแอนติเจน
ที่เปน soluble ของ T. cruzi ซึ่งเตรียมโดยนํ า trypanosome ไปแชแข็งที่อุณหภูมิ –20           
องศาเซลเซยีส หลงัจากนั้นนํ าออกมาตั้งทิ้งไวใหละลาย ทํ าเชนนี้สลับกัน 4 คร้ัง พบวาใหแถบ
โปรตีนอยูในชวง 14-100 kDa แตแอนติเจนสวนใหญของ T. cruzi จะมนีํ ้าหนักโมเลกุลสูงกวา 43 
kDa (Cuna et al., 2000)

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีเพื่อที่จะนํ ามาประยุกตใชในการตรวจหาแอนติเจนจาก    
ซีรัมปลา พบวาไมประสบผลสํ าเร็จ อาจเปนเพราะวา ปริมาณแอนติบอดีของกระตายตอปรสิต 
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trypanosome ที่ใชตรวจมีคาไตเตอรเพียง 1:80 เมื่อตรวจโดยวิธี Dot-blot ELISA หรือ 
trypanosome ชนดินี้ไมมีแอนติเจนในซีรัม
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บทที่ 5

สรุป

จากการศึกษาการผลิตวัคซีนและโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อปรสิต trypanosome 
ในปลาดุกพันธผสมครั้งนี้ สามารถสรุปไดวา
1. sonicated antigen รวมกับ Freund’s แอดจูแวนท ใหผลในการกํ าจัดปรสิตไดดีกวา heat-

killed antigen รวมกับเบตา-กลูแคน
2. sonicated antigen เพิม่ความสามารถในการจับกินของเม็ดเลือดขาว และสามารถกระตุน

การสรางแอนติบอดีไดทั้งในปลา และกระตาย แตเปนปริมาณที่คอนขางตํ่ า
3. หลงัจากที่ปลาดุกพันธผสมเคยไดรับเชื้อปรสิต trypanosome ไมมีการติดเชื้อปรสิตซํ้ า หรือติด

เพยีง 1 วันหลังจากไดรับเชื้อ
4. โพลีโคลนอลแอนตบิอดีที่ผลิตเพื่อตรวจหาแอนติเจน ในซีรัมปลา พบวาไมสามารถตรวจพบ

แอนติเจนในซีรัมปลาโดยวิธี Dot-Blot ELISA


