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บทคัดย่อ 

ประสิทธิภาพของวคัซีนท่ีเตรียมจากเชือ้ Aeromonas hydrophilaท่ีฆ่าด้วยฟอร์มาลินถูกทดสอบใน

ปลาดกุลกูผสมนํา้หนกัเฉลี่ย 75+5 กรัม โดยปลากลุ่มทดลองได้รับการฉีดวคัซีน (5x107 cfu ต่อตวั) เข้าทาง

ช่องท้องหรือกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั และเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีฉีดด้วยนํา้เกลือ 0.5% เม่ือทําการ

เจาะเลือดเพ่ือตรวจวดัค่าแอนติบอดีไตเตอร์ในซีรัมทุก 7 วนั นาน 9 สปัดาห์ หลงัจากการให้วคัซีนพบว่าค่า

แอนติบอดีไตเตอร์เฉลี่ยจากการฉีดทัง้ 2 วิธี มีค่าสงูสดุในสปัดาห์ท่ี 4 เท่ากบั 24.89+3.08 และ 41.78+56.21 

ตามลําดบั หลงัจากนัน้ค่าแอนติบอดีไตเตอร์มีแนวโน้มลดลงในสปัดาห์ท่ี 5 จึงให้วคัซีนซํา้เป็นครัง้ท่ี 2 โดยให้

วคัซีนในปริมาณและด้วยวิธีการเดียวกนักบัวคัซีนเข็มแรกจากการศกึษาพบว่าค่าแอนติบอดีไตเตอร์เฉลี่ยจาก

การฉีดทัง้ 2 วิธี มีคา่สงูสดุในสปัดาห์ท่ี 7 ซึง่มีคา่เท่ากบั 881.78+246.34 และ 568.89+98.54 ตามลําดบั  เม่ือ

ประเมินประสิทธิภาพของวคัซีนโดยการทดสอบความต้านทานโรคตอ่เชือ้ A. hydrophilaพบวา่ ปลาดกุลกูผสม

ท่ีได้รับวคัซีนจากการฉีดเข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงัสามารถต้านทานโรคได้ โดยให้ค่า Relative 

percent survival เท่ากบั 100 และ 90.10 เปอร์เซน็ต์ ตามลําดบั แสดงให้เห็นว่าการฉีดวคัซีนท่ีเตรียมจากเชือ้ 

A. hydrophilaสามารถกระตุ้นให้ปลาดุกลูกผสมมีภูมิต้านทานต่อการติดเชือ้ A. hydrophilaได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ 

คาํสาํคัญ: วคัซีน, Aeromonas hydrophila, ภมูิคุ้มกนั, ปลาดกุลกูผสม 

 

Abstract 

The efficacy of formalin-killed Aeromonas hydrophila vaccine was evaluated using hybrid 

catfish with an average weight of 75+5 grams. The experimental fish were injected with the vaccine 

(5x107 cfuper fish) via intraperitoneal (i.p.) or intramuscular (i.m.) route and were compared with the 

control fish that were injected with 0.5% NaCl. Fish sera were examined for antibody titer values 

every 7 days for 9 weeks. Four weeks post vaccination, all fish immunized with the vaccine via i.p. 
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and i.m. were shown to have the highest antibody titers, accounting for 24.89+3.08 and 

41.78+56.21, respectively; however, their titers were found to decline thereafter. Hence, five weeks 

after initial vaccination, all i.p.- and i.m.- immunized fish were given boost injection with the same 

vaccine and regimen as their initial injection and their antibody titers were found to reach maximum 

at week 7 resulting in 881.78+246.34 and 568.89+98.54, respectively. The challenge test showed 

that i.p.- and i.m.- vaccinated hybrid catfish were protected from A. hydrophila infectionas 

determined by relative percent survival values of 100 and 90.10%, respectively. This study showed 

that injections of hybrid catfish with formalin-killed A. hydrophila vaccine could effectively enhance 

the specific humoral immune responses against A. hydrophila infection. 

Key words: Vaccine, Aeromonas hydrophila, Immune responses, Hybrid catfish 

 
บทนํา 

ปลาดกุ จดัเป็นปลานํา้จืดชนิดหนึง่ท่ีมีความสําคญัทางเศรษฐกิจของโลกรวมทัง้ประเทศไทย โดยเป็น

ปลาท่ีเกษตรกรนิยมเลีย้งเพ่ือการค้ากนัอย่างแพร่หลาย มีผลผลิตภายในประเทศต่อปีสงูถึง 146,000 ตนัในปี 

2006 คิดเป็นมูลค่าผลผลิตโดยประมาณ 300 ล้านบาท (FAO, 2011)ซึ่งนับว่าสูงมากเม่ือเปรียบเทียบกับ

ผลผลิตของปลานํา้จืดเศรษฐกิจชนิดอ่ืน ๆ และมีแนวโน้มเพ่ิมสงูขึน้เร่ือย ๆ ในอดีตท่ีผ่านมาได้มีการนําปลาดกุ

ท่ีมีถ่ินกําเนิดในทวีปแอฟริกามายังประเทศไทยโดยผ่านทางประเทศลาวหรือท่ีเรียกกันโดยทั่วไปว่า ปลาดุก

ยกัษ์หรือปลาดุกรัสเซีย ซึง่เป็นปลาท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีรวดเร็วมาก ทัง้ยงัทนทานต่อโรค แต่มีข้อเสียคือเร่ือง

ของรสชาติท่ียงัคงด้อยกวา่ปลาดกุอยุพืน้เมืองของไทย ซึง่เป็นท่ีนิยมบริโภคของคนไทยมาช้านาน ด้วยเหตนีุจ้ึง

ทําให้มีการริเร่ิมทดลองผสมข้ามพนัธุ์ระหวา่งปลาดกุทัง้ 2 ชนิดนี ้เพ่ือผลิตปลาลกูผสมให้มีลกัษณะท่ีดีขึน้และ

เอือ้ประโยชน์ต่อเกษตรกรผู้ เพาะเลีย้งและสามารถผลิตเป็นปลาดกุลูกผสมหรือท่ีเรียกกนัโดยทั่วไปว่า “ปลา

ดกุบ๊ิกอยุ” ซึง่เกิดจากการผสมระหวา่งแมพ่นัธุ์ปลาดกุอยุและพ่อพนัธุ์ปลาดกุยกัษ์ 

การเลีย้งปลาดกุลกูผสมในปัจจบุนัมกัพบปัญหาเก่ียวกบัการเกิดโรค โดยเฉพาะอย่างย่ิงการเกิดโรคท่ี

มีสาเหตมุาจากการติดเชือ้แบคทีเรีย Aeromonas hydrophilaซึง่เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ มีรูปร่างลกัษณะ

เป็นแท่งตรงสัน้ ไมมี่การสร้างแคปซูล ลกัษณะโคโลนีโดยทัว่ไปจะมีรูปร่างกลม ผิวเรียบ มีสีขาวนวล มกัจะอยู่

เป็นเซลล์เด่ียวหรือเป็นคู ่หรือในบางครัง้พบตอ่กนัเป็นสายสัน้ ๆ จดัเป็นเชือ้แบบฉวยโอกาส(Aguilera-Arreola 

et al., 2005) ก่อให้เกิดความเสียหายเป็นอย่างมากต่อการประมงนํา้จืดทัว่โลก (Austin and Austin, 1999)

รวมทัง้การเพาะเลีย้งปลาดกุลกูผสมในประเทศไทย โดยเชือ้แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถก่อให้เกิดโรคในปลาดกุท่ี

เรียกวา่ “โรคกกหบูวม” หรือ “Motile aeromonas disease” ซึง่เกิดได้กบัสตัว์นํา้จืดหลายชนิด แบคทีเรียชนิดนี ้

จะทําให้ปลาเกิดอาการตกเลือด มีบาดแผลตามลําตวั ปลาท่ีติดเชือ้จะแสดงอาการรุนแรงแบบเฉียบพลนั โดยมี

ลกัษณะท้องมาน บวมนํา้ และเป็นแผลตืน้เรือ้รังหรือตายภายในระยะเวลา 3-5 วนั (Angka et al., 1995) การ
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ผลิตและการพัฒนาวคัซีนเป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีนํามาใช้ในการควบคมุการระบาดของโรคและแก้ปัญหาของการใช้

ยาและสารเคมีท่ีอาจตกค้างในสตัว์นํา้หลายชนิด รวมทัง้ในปลาเศรษฐกิจท่ีสําคญั ซึง่วคัซีนท่ีเตรียมจากเชือ้  

A. hydrophilaนัน้ มีการศึกษาและพฒันามาอย่างต่อเน่ืองเช่นกนั ทัง้ในส่วนของรูปแบบและวิธีการให้วคัซีน 

รวมถึงปัจจัยต่าง ๆ ท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพของวัคซีน โดยส่วนใหญ่มุ่งเน้นเพ่ือให้เกิดการตอบสนองทาง

ภมิูคุ้มกนัให้มีตอ่เชือ้ก่อโรคนัน่เอง 

ดังนัน้ งานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาถึงรูปแบบวิธีการให้วัคซีนเชือ้ตายของแบคทีเรีย             

A. hydrophila และผลของการตอบสนองทางภมิูคุ้มกนัของปลาดกุลกูผสม ทัง้นีเ้พ่ือทําให้ทราบถงึความเป็นไป

ได้ของประสิทธิภาพวคัซีนท่ีผลิตจากเชือ้ A. hydrophilaโดยการฉีดเข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั 

ซึ่งข้อมูลท่ีได้จากการทดลองนีส้ามารถนําไปใช้เป็นแนวทางในการกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันต่อการติดเชือ้                

A. hydrophila ในปลาดุกลูกผสม และสามารถลดปัญหาของการใช้ยาปฏิชีวนะท่ีให้ผลการรักษาท่ีไม่ดี

เท่าท่ีควรและอาจก่อให้เกิดการดือ้ยาอีกด้วย ทัง้นีเ้พ่ือช่วยส่งเสริมสุขภาพของปลาดุกลูกผสมให้มีความ

ต้านทานโรคเพ่ิมสงูขึน้และลดความเสี่ยงของการเกิดโรคระหวา่งการเพาะเลีย้งหลงัจากการให้วคัซีนตอ่ไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอย่างและการจาํแนกเชือ้แบคทีเรีย 

 เก็บตวัอย่างเชือ้แบคทีเรียจากปลาดุกลูกผสมท่ีแสดงอาการของโรคกกหูบวม (Motile aeromonas 

disease) ในบริเวณฟาร์มเพาะเลีย้งปลาดุกลูกผสมในเขตพืน้ท่ีจังหวัดมหาสารคาม ด้วยวิธีการปลอดเชือ้ 

(Aseptic technique) จากอวยัวะภายใน ได้แก่ ตบั ม้าม ไตส่วนหลงั และนํามาเพาะเลีย้งในอาหาร Tryptic 

soy agar (TSA)จากนัน้นําไปบ่มในตู้บ่มเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง คดัเลือก

โคโลนีเด่ียวและถ่ายเชือ้ลงในอาหาร TSA ใหม่อีกครัง้เพ่ือให้ได้เชือ้ท่ีมีความบริสุทธ์ิมากขึน้ จําแนกกลุ่มของ

เชือ้แบคทีเรียท่ีได้โดยเทคนิคการย้อมแกรมเพ่ือดลูกัษณะรูปร่างของเซลล์และคณุสมบติัของผนงัเซลล์ พร้อม

ทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชือ้ท่ีแยกได้โดยการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ 

Catalase และ Oxidase พร้อมทัง้ยืนยนัชนิดของเชือ้แบคทีเรียโดยการใช้ชดุทดสอบสําเร็จรูปชนิด API 20E  

2. การเตรียมวัคซีนที่ผลิตจากเชือ้ Aeromonas hydrophila 

 วัคซีน ท่ีใช้ในการศึกษาครั ง้ นี เ้ ป็นวัคซีนประเภทเชือ้ตายโดยการใช้ฟอร์มาลิน (Formalin-

killedvaccine) ตามวิธีการของ Roberson (1990) ดงันี ้เข่ียโคโลนีของเชือ้ A. hydrophilaท่ีแยกได้ลงเลีย้งใน

อาหาร Tryptic soy broth (TSB)เลีย้งท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วป่ันล้างอาหาร

เลีย้งเชือ้และตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยนํา้เกลือ 0.85% ท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 

จํานวน 3 ครัง้ แล้วเติมฟอร์มาลิน 1% ลงในสารละลายแบคทีเรียเพ่ือฆ่าเชือ้ เก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจยืนยนัการตายของแบคทีเรียโดยการเข่ียสารละลายแบคทีเรียบนอาหาร TSA บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากไม่พบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียบนอาหาร ล้าง
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ฟอร์มาลินออกด้วยนํา้เกลือ 0.85% และปรับความเข้มข้นของสารละลายแบคทีเรียให้มีความเข้มข้นเป็น 108  

Colony forming unit ต่อมิลลิลิตร (cfu/ml) โดยการวดัค่า O.D. เท่ากบั 0.15 ท่ีความยาวช่วงคลื่น 560 นาโน

เมตร (Karoon and Areechon, 1993) 

3. การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนโดยการตรวจวัดค่าแอนตบิอดีไตเตอร์ 

 วางแผนการทดลองเป็นแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design; CRD) โดยใช้ปลาดุก

ลกูผสมนํา้หนกัเฉลี่ย 75+5 กรัม แบ่งกลุม่การทดลองออกเป็น 4 กลุม่ กลุม่ละ 3 ซํา้ แตล่ะซํา้ใช้ปลาทดลอง 10 

ตวั เลีย้งในตู้กระจกขนาด 30×60×40 เซนติเมตร ให้อาหาร 2 เวลาเช้าและเย็นในปริมาณท่ีเท่ากัน รวม

ระยะเวลาทดลองทัง้สิน้ 9 สปัดาห์ ในช่วงเดือนตลุาคมถึงพฤศจิกายน 2553 โดยฉีดวคัซีนเข้มข้น 108  cfu/ml 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรตอ่ตวั (5X107 cfu ตอ่ตวั) เข้าช่องท้อง (Intraperitoneal; i.p.) และกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบ

หลงั (Intramuscular; i.m.) โดยการทดลองแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มได้แก่ กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มควบคุมท่ีถูกฉีด

นํา้เกลือ 0.5% เข้าช่องท้อง (ควบคมุ, i.p.) กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มทดลองท่ีถูกฉีดวคัซีนเข้าช่องท้อง (ทดลอง, i.p.) 

กลุ่มท่ี 3 เป็นกลุ่มควบคุมท่ีถูกฉีดนํา้เกลือ 0.5% เข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (ควบคมุ, i.m.) และกลุ่มท่ี 4 

เป็นกลุม่ทดลองท่ีถกูฉีดวคัซีนเข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (ทดลอง, i.m.) 

ก่อนให้วคัซีน ปลาดุกลกูผสมทุกกลุ่มจะถูกสุ่มเก็บตวัอย่างเลือด กลุ่มละ 3 ตวั เพ่ือตรวจหาระดบั

แอนติบอดีในซีรัมปกติ และหลงัจากการให้วคัซีนผ่านไป 1 สปัดาห์ จงึสุม่เก็บตวัอย่างเลือดปลาอีกครัง้ กลุ่มละ 

3 ตวั เป็นระยะเวลา 9 สปัดาห์ เพ่ือตรวจหาระดบัของแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อเชือ้ A. hydrophilaด้วย

วิธี Direct agglutination ตามวิธีการของ Roberson (1990) โดยการตรวจสอบใน Microtiter plate แบบ 96 

หลมุ จํานวน 3 ซํา้ ทําการกระตุ้นซํา้อีกครัง้ (Boosting) โดยการให้วคัซีนเข็มท่ีสองในสปัดาห์ท่ี 5 ซึง่เป็นช่วงท่ี

ระดบัแอนติบอดีไตเตอร์เร่ิมลดลง ด้วยความเข้มข้น ปริมาตรของวคัซีนและวิธีการฉีดวคัซีนเหมือนกนักบัการ

ให้วคัซีนในเข็มแรก (Figure1) 

4. การทดสอบความต้านทานโรค (Challenge test)ของปลาท่ีได้รับวัคซีน 

 หาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของเชือ้ A. hydrophilaสายพนัธุ์เดิมท่ีใช้เตรียมวคัซีนเพ่ือทดสอบความ

ต้านทานโรคโดยการฉีดเชือ้ในระดบัความเข้มข้นต่าง ๆ กันเข้าช่องท้องปลาดุกลกูผสมท่ีมีขนาดเดียวกันกับ

ปลาท่ีใช้ทดลอง เลือกใช้ระดบัความเข้มข้นท่ีสามารถทําให้ปลาท่ีทดสอบตาย 50% ท่ี 96 ชัว่โมง (Lethal dose 

50 หรือ LD50) โดยใช้ระดบัความเข้มข้นของเชือ้ 7 ระดบั ซึ่งอยู่ระหว่างระดบัต่ําสุดท่ีทําให้ปลาตาย 100 

เปอร์เซ็นต์ และระดบัสูงท่ีสุดท่ีไม่ทําให้ปลาตาย แต่ละระดบัใช้ปลา 10 ตวั ทําการทดลอง 3 ซํา้ ฉีดเชือ้

แบคทีเรียปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรตอ่นํา้หนกัปลา 100 กรัม สว่นกลุม่ควบคมุจะฉีดด้วยนํา้เกลือ 0.5% ท่ีผ่านการ

ฆ่าเชือ้ในปริมาณเดียวกนั นําปลาท่ีถูกฉีดด้วยเชือ้แต่ละระดบัและกลุ่มควบคุมใส่ตู้กระจก สงัเกตอาการและ

บนัทกึปลาตายในเวลา 24, 48 72 และ 96 ชัว่โมง (Karoon and Areechon, 1993) 

 ภายหลงัการฉีดวคัซีนเข็มท่ีสองเป็นเวลา 5 สปัดาห์ (สปัดาห์ท่ี 10) สุ่มปลาดกุลกูผสมจํานวน 10 ตวั 

จากแต่ละกลุ่มทดลองมาพกัไว้ในตู้กระจก แล้วฉีดเชือ้ท่ีความเข้มข้น 1012  cfu/ml ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ต่อ
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นํา้หนกัตวัปลา 100 กรัม ในระดบัความเข้มข้นท่ีหาไว้ข้างต้น (LD50) สงัเกตอาการของโรคเป็นระยะเวลา 14 

วนั โดยสุม่เก็บปลาท่ีตาย ตรวจอาการภายนอกหรือปลาท่ีแสดงอาการของโรค (Motile aeromonas disease) 

เพ่ือตรวจยืนยนัสาเหตขุองการเกิดโรค และเจาะเลือดปลาท่ีไม่แสดงอาการของโรคเพ่ือดคู่าแอนติบอดีไตเตอร์

ในซีรัมชั่งนํา้หนักปลาดุกลกูผสมเร่ิมต้นและสิน้สดุการทดลองเพ่ือหาอตัราการเจริญเติบโตของปลาในแต่ละ

กลุม่การทดลอง ตรวจนบัจํานวนปลาท่ีตายระหวา่งการทดลองท่ีเลีย้งในตู้กระจกเพ่ือหาอตัราการรอดตาย (%) 

ในการประเมินประสิทธิภาพของวคัซีนโดยสามารถประเมินได้จากอตัราการตายเฉลี่ยสะสม (%) และค่า 

Relative percent survival (RPS) (Amend, 1981) จากสตูร ดงันี ้

    

 Relative percent survival (RPS) =  1  -              X 100 

 

โดยแผนการทดลอง สามารถสรุปเป็นแผนภาพได้ ดงันี ้

 

 
Figure1 Study plan for vaccination and challenge test of hybrid catfish 

 

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ 

ข้อมลูคา่แอนติบอดีไตเตอร์ของปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับการฉีดวคัซีนเข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคน

ครีบหลงัในแตล่ะสปัดาห์ นําไปทดสอบความแตกตา่งคา่เฉลี่ยของ 2 กลุม่ตวัอย่าง ด้วยวิธี Independent t-test 

และอัตราการเจริญเติบโตหลงัสิน้สุดการให้วัคซีน 9 สปัดาห์ นําไปวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว 

(One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบคา่เฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’ new multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 

95% ด้วยโปรแกรม SPSS 11.5 
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ผลการศึกษา 

1. การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน โดยการตรวจวัดค่าแอนตบิอดีไตเตอร์ 

จากการศึกษาพบว่า ปลาดุกลูกผสมในแต่ละกลุ่มทดลองก่อนท่ีจะได้รับวัคซีน 1 สัปดาห์ ไม่พบ

แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อเชือ้ A. hydrophila สายพนัธุ์ท่ีใช้เตรียมเป็นวคัซีน ซึง่ให้ค่าแอนติบอดีไตเตอร์

เป็น 0 (เกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนทุกหลมุ Microtiter plate) แต่หลงัจากมีการให้วคัซีน (5x107cfu ต่อตวั) 

ผ่านไป 1 สัปดาห์ พบว่าสามารถตรวจพบค่าแอนติบอดีไตเตอร์ในทุกกลุ่มการทดลองท่ีได้รับวัคซีน 

(Table1)โดยในกลุม่ท่ี 2 ซึง่ให้วคัซีนโดยการฉีดเข้าช่องท้องมีค่าแอนติบอดีไตเตอร์เฉลี่ยเท่ากบั 2.22+3.85 สงู

กว่ากลุ่มท่ี 4 ท่ีให้วคัซีนโดยการฉีดเข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั มีค่าเฉลี่ยเท่ากบั 1.33+1.34 โดยไม่มีความ

แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) และเม่ือระยะเวลาผ่านไปพบว่าค่าเฉลี่ยแอนติบอดีไตเตอร์ใน

แต่ละสปัดาห์มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึน้จนถึงสปัดาห์ท่ี 5 ในขณะท่ีกลุ่มการทดลองท่ีได้รับวัคซีนโดยการฉีดเข้า

กล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงัพบว่ามีค่าลดลงหลงัจากสปัดาห์ท่ี 4 จึงทําการกระตุ้นภูมิคุ้มกนัอีกครัง้โดยให้วคัซีน 

(5x107cfu ต่อตวั) ในสปัดาห์ท่ี 5 และเม่ือเวลาผ่านไปพบว่าค่าเฉลี่ยแอนติบอดีไตเตอร์มีแนวโน้มเพ่ิมสงูขึน้

เร่ือย ๆ อย่างเห็นได้ชดัและเพ่ิมขึน้ในปริมาณท่ีมากกว่าระยะแรก ๆ ของการให้วคัซีน โดยในสปัดาห์ท่ี 7 พบ

คา่เฉลี่ยแอนติบอดีไตเตอร์สงูท่ีสดุ คือ 881.78+246.34 และ 568.89+98.54 จากการฉีดวคัซีนเข้าช่องท้องและ

กล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั ตามลําดบั โดยไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิตินยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) หลงัจาก

นัน้ค่าเฉลี่ยของแอนติบอดีไตเตอร์มีแนวโน้มลดต่ําลง โดยในสปัดาห์ท่ี 9 มีค่าเฉลี่ยแอนติบอดีไตเตอร์เท่ากับ 

16.00+0.00 และ 21.33+9.23 จะเห็นได้ว่าในแต่ละสปัดาห์ระหว่างการฉีดวคัซีนทัง้ 2 วิธี มีค่าแอนติบอดีไต

เตอร์เฉลี่ยเป็นไปในทิศทางเดียวกนัและไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) (Table1) ส่วนกลุ่ม

ท่ี 1 และ 3 ซึง่เป็นกลุ่มควบคมุ (ฉีดนํา้เกลือ 0.5%) ของการฉีดทัง้ 2 วิธีนัน้ ไม่พบแอนติบอดีไตเตอร์เช่นกนั 

(เกิดปฏิกิริยาการตกตะกอนทกุหลมุ Microtiter plate) 

2. ผลของวัคซีนต่ออัตราการเจริญเตบิโต อัตรารอดของปลาดุกลูกผสมหลังให้วัคซีน 

เม่ือสิน้สดุการทดลองท่ีระยะเวลา 9 สปัดาห์ พบวา่อตัราการเจริญเติบโตของปลาทดลองหลงัให้วคัซีน 

(นํา้หนกัเฉลี่ยของปลาดุกลกูผสมหลงัให้วคัซีน หกัลบด้วยนํา้หนกัก่อนให้วคัซีน) มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

โดยปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับวคัซีนเข้าช่องท้อง (กลุม่ท่ี 2) มีอตัราการเจริญเติบโตมากท่ีสดุ คือ 22.17+7.02 กรัม 

ซึง่มีคา่สงูกวา่กลุม่ของปลาดกุลกูผสมท่ีฉีดนํา้เกลือ 0.5% เข้าช่องท้อง (กลุ่มท่ี 1; ควบคมุ, i.p.) ซึง่มีอตัราการ

เจริญเติบโตเท่ากบั 10.33+6.80กรัม อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มของ

ปลาดกุลกูผสมท่ีฉีดด้วยนํา้เกลือ 0.5% เข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (กลุ่มท่ี 3; ควบคมุ, i.m.) และกลุ่มของ

ปลาดกุท่ีได้รับวคัซีนเข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (กลุม่ท่ี 4;ทดลอง, i.m.) อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) 

ส่วนกลุ่มของปลาดกุลกูผสมท่ีฉีดนํา้เกลือ 0.5% เข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (กลุ่มท่ี 3; ควบคมุ, i.m.) และ

กลุม่ท่ีได้รับวคัซีนเข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงั (กลุ่มท่ี 4;ทดลอง, i.m.) มีอตัราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกนั

ทางสถิติ (p<0.05) (Table 2) 
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Table 1 Mean antibody titer in serum of hybrid catfish vaccinated with formalin-killed A. 

hydrophila vaccine administered by intraperitoneal (i.p.) and intramuscular (i.m.) injection. 

Week 
Experiment 

1 (control, i.p.) 2 (treatment, i.p.) 3 (control, i.m.) 4 (treatment, i.m.) 

Pre-immune 0 0 0 0 

1 0 2.22±3.85a 0 1.33±1.34 a 

2 0 10.22±9.82 a 0 16.00±2.67 a 

3 0 20.44±6.71 a 0 16.89±4.07 a 

4 0 23.11±4.07 a 0 41.78±56.21 a 

5 0 24.89±3.08 a 0 16.89±5.55 a 

6 0 128.00±21.33 a 0 125.78±79.74 a 

7 0 881.78±246.34 a 0 568.89±98.54 a 

8 0 13.33±4.62 a 0 29.78±21.60 a 

9 0 16.00±0.00 a 0 21.33±9.23 a 

Note: Averages+SD with same letter within the same column are not significantly different at p<0.05 

 

3. ผลการทดสอบความต้านทานโรค (Challenge test) ของปลาที่ได้รับวัคซีน 

ตวัอย่างปลาดกุลกูผสมทกุกลุม่การทดลองถกูนํามาทดสอบความต้านทานโรคโดยการฉีดเชือ้เป็นของ

แบคทีเรีย A. hydrophila เข้าช่องท้อง เพ่ือหาค่าอตัราการตายเฉลี่ยสะสม (%) และประเมินประสิทธิภาพของ

วคัซีนโดยอาศยัค่า Relative percent survival (RPS) จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวคัซีนต่อความ

ต้านทานโรคจากการฉีดวคัซีนทัง้ 2 วิธี พบว่า กลุ่มท่ี 1 (ควบคมุ, i.p.) และกลุ่มท่ี 3 (ควบคมุ, i.m.) คือกลุ่ม

ปลาดุกลูกผสมท่ีฉีดนํา้เกลือ 0.5% เข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลังมีอตัราการตายเฉลี่ยสะสม 

เท่ากบั 56.67 และ 33.3% ตามลําดบั ในขณะท่ีกลุม่ทดลองซึง่เป็นปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับวคัซีนโดยการฉีดเข้า

ช่องท้องนัน้มีอตัราการตายเฉลี่ยสะสมเท่ากบั 0% และมีค่า RPS สูงถึง 100% และส่วนปลากลุ่มทดลองท่ี

ได้รับวคัซีนโดยการฉีดเข้ากล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงัมีอตัราการตายเฉลี่ยสะสม 3.33% และมีค่า RPS เท่ากบั 

90.10%(Table2) นอกจากนี ้หลงัจากการทดสอบความต้านทานโรค ปลาทดลองท่ีไมต่าย สามารถตรวจพบคา่

แอนติบอดีไตเตอร์ในซีรัมได้ นอกจากนีป้ลายงัมีลกัษณะอาการลําตวัตัง้ฉากกบัผิวนํา้ ตกเลือดบริเวณโคนครีบ

หู และมีอาการท้องบวมรวมทัง้พบของเหลวในช่วงท้อง และเม่ือนําปลาท่ีตายมาเข่ียเชือ้และตรวจคุณสมบัติ

ทางชีวเคมีของเชือ้เบือ้งต้นในส่วนของตบัสามารถพบเชือ้ A. hydrophila เพียงชนิดเดียวท่ีขึน้บนอาหารเลีย้ง

เชือ้ (ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) 
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Table2Effect of formalin-killed A. hydrophila vaccine on growth, survival rate, dead/surviving fish, 

mortality and Relative Percent Survival (RPS) of hybrid catfish after challenged with virulent A. 

hydrophila. 

Mode of 

vaccination 

No. of 

fish 

Growth  

(g) 

Survival 

rate 

(%) 

Injection 

dose 

(cfu/fish)  

Dead/surviving 

fish 

Mortality 

(%) 

RPS 

(%) 

Control 

 i.p. 

30 10.33+6.80b 100 1X1012 17/13 56.67 - 

Treatment 

i.p. 

30 22.17+7.02a 100 1X1012 0/30 0 100 

Control  

i.m. 

30 18.00+1.80ab 100 1X1012 10/20 33.33 - 

Treatment 

i.m 

30 21.00+4.50ab 100 1X1012 1/29 3.33 90.10 

Note: Average values with different superscripts in the same column are statistically significantly difference 

(p<0.05) 

วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา 

การใช้วคัซีนท่ีเตรียมขึน้จากเชือ้ A.hydrophila ด้วยวิธี formalin-killed แล้วนําไปฉีดให้แก่ปลาดุก

ลูกผสมบริเวณช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลังเพ่ือใช้ในการป้องกันโรคกกหูบวมท่ีเกิดจากเชือ้              

A. hydrophila จากการทดสอบความต้านทานโรคซึ่งเป็นการประเมินประสิทธิภาพการทํางานของระบบ

ภมิูคุ้มกนัของปลาทดลอง พบวา่อตัราการตายสะสมของปลาดกุลกูผสมของกลุ่มควบคมุทัง้ 2 กลุ่ม ซึง่ไม่ได้รับ

วคัซีนมีอตัราการตายสงูกวา่กลุม่การทดลองท่ีได้รับวคัซีนอย่างเห็นได้ชดั โดยเม่ือทําการประเมินประสิทธิภาพ

ของวคัซีนโดยดจูากค่า Relative percent survival (RPS) พบว่ามีค่าเท่ากบั 100 และ 90.10% ในกลุ่มของ

ปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับวคัซีนโดยวิธีการฉีดเข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ใต้โคนครีบหลงัตามลําดบั ซึง่เป็นค่าท่ีบ่ง

บอกถงึประสิทธิภาพของวคัซีนท่ีคอ่นข้างดีมาก เน่ืองจากการทดสอบประสิทธิภาพของวคัซีนในการป้องกนัการ

เกิดโรคควรจะให้ค่า RPS มากกว่า 60% ขึน้ไป (Eillis, 1988) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Pridgeon and 

Klesius (2011) ท่ีได้ทําการพฒันาวคัซีนท่ีเตรียมขึน้จากเชือ้ A.hydrophila สายพนัธุ์ท่ีดือ้ต่อยาปฏิชีวนะโน

โวไบโอซินและไรแฟมพิคซินในปลาดุกอเมริกันและปลานิล โดยฉีดวคัซีนเข้าช่องท้องและกล้ามเนือ้ท่ีความ

เข้มข้น 1X107 cfu ต่อตวัซึ่งจากการศึกษาพบว่า ปลาทัง้ 2 ชนิด สามารถต้านทานต่อเชือ้แบคทีเรีย A. 

hydrophila ได้โดยให้ค่า RPS สูงถึง 80-100% ดงันัน้การให้วคัซีนทัง้ 2 วิธีนี ้จึงถือได้ว่ามีประสิทธิภาพสูง 

สามารถทําให้ปลาดกุลกูผสมต้านทานตอ่โรคได้เป็นอย่างดี 
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โดยทัว่ไปแล้ว ลกัษณะของการเกิดโรคกกหูบวมในปลาดกุลกูผสมส่วนใหญ่จะมีความรุนแรงของโรค

ค่อนข้างเฉียบพลนัหรือเป็นแบบเรือ้รังซึ่งจะค่อย ๆ แสดงอาการของโรคอย่างช้า ๆ ดงันัน้การตรวจดูลกัษณะ

การเกิดโรคจึงอาจต้องใช้ระยะเวลาในการติดตามอาการนานมากกว่า 14 วัน จึงจะพบความแตกต่างของ

จํานวนปลาท่ีเกิดโรคในแต่ละกลุ่มการทดลอง อย่างไรก็ตาม เม่ือพิจารณาค่าแอนติบอดีไตเตอร์ท่ีตรวจวัด

ระหวา่งการทดสอบความต้านทานโรคจะเห็นได้วา่ ระดบัคา่แอนติบอดีไตเตอร์ของปลาดกุลกูผสมท่ีได้รับวคัซีน

มีคา่เพ่ิมสงูขึน้มากกวา่ปลาในกลุม่ควบคมุ ซึง่ผลดงักลา่วแสดงให้เห็นถงึประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิ

กนัในปลาดกุลกูผสมกลุม่ท่ีมีการให้วคัซีนท่ีเพ่ิมสงูขึน้นัน่เอง นอกจากนี ้มีการศกึษาพบวา่ปลาท่ีได้รับวคัซีนท่ีมี

ความเข้มข้นมากจะสามารถสร้างภูมิคุ้มกนัได้ดีขึน้ (Kitancharoen, 1991; Pridgeon and Klesius, 2011) ซึง่

จากการทดลองในครัง้นีไ้ด้ให้วคัซีนท่ีมีความเข้มข้น 107cfu ต่อตวั โดยให้ประสิทธิภาพความต้านโรคมากกว่า

ร้อยละ 60 ซึ่งถือว่าเป็นระดับท่ีวัคซีนสามารถมีผลในการป้องกันโรคได้เช่นกัน นอกจากนีย้ังส่งผลช่วยยืด

ระยะเวลาการตายของปลาทดลองยาวนานกวา่กลุม่ควบคมุอีกด้วย อนึ่ง ในการให้วคัซีนแก่ปลาโดยวิธีการฉีด

นัน้อาจเกิดปัญหาความยุ่งยากในการให้วคัซีน ทัง้การสิน้เปลืองแรงงาน และปลาจะเกิดความเครียดหรือบอบ

ชํา้ได้ในระหวา่งการให้วคัซีน อย่างไรก็ตาม งานวิจยัสว่นใหญ่จงึมีความพยายามท่ีจะหาวิธีการให้วคัซีนแก่ปลา

ด้วยวิธีการต่าง ๆ ให้มีความสะดวกมากย่ิงขึน้และให้ผลเป็นไปในระดบัท่ีน่าพอใจ เช่น การแช่ปลาในวคัซีน 

(Chamanon and Areechon, 1995)การแช่ร่วมกบัการให้โดยการผสมลงในอาหาร (Plaimast, 1998) หรือการ

ให้โดยวิธีการป้อนเข้าปากโดยตรง (oral vaccination) (Rodrigues et al., 2006) เป็นต้น ซึง่ในการศกึษาครัง้นี ้

ได้ทําการทดลองให้วคัซีนแก่ปลาดกุลกูผสมโดยวิธีการฉีดเป็นหลกั ทัง้นีว้ตัถปุระสงค์หนึง่ของการให้ด้วยวิธีการ

ฉีดนี ้ทางคณะผู้ วิจยัพยายามท่ีจะหาแนวทางในการกระตุ้นภูมิคุ้มกนัแก่ปลาดกุลกูผสมให้มีความต้านทานต่อ

เชือ้มากขึน้เพ่ือหาตําแหน่งของอวยัวะท่ีจะฉีดวคัซีนโดยตรงให้มีความสะดวกและมีประสิทธิภาพมากขึน้ การ

ฉีดวคัซีนในปลาโดยทัว่ไปนัน้ สว่นใหญ่จะให้โดยการฉีดเข้าช่องท้องเป็นหลกัซึง่ให้ประสิทธิภาพซึง่วดัได้จากค่า

แอนติบอดีไตเตอร์ในซีรัมท่ีมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการให้วคัซีนด้วยวิธีการอ่ืน ๆ ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากบริเวณ

ช้องท้องของปลากระดูกแข็งนัน้เป็นตําแหน่งท่ีอยู่ของอวยัวะท่ีเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันสําคญัหลายชนิด  

เช่น ม้าม ตบัและไตส่วนหน้า ซึง่อวยัวะเหล่านีทํ้าหน้าท่ีหลกัในการสร้างกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาวเพ่ือทําหน้าท่ี

ในกระบวนการตอบสนองทางระบบภมิูคุ้มกนัตา่ง ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดงันัน้ หากมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกนั

โดยการฉีดวคัซีนเข้าช่องท้องโดยตรงจึงอาจส่งผลทําให้ร่างกายของปลามีการตอบสนองได้อย่างรวดเร็วและมี

ประสิทธิภาพมากกวา่ตําแหน่งอ่ืน (Wangkahart, 2008) อย่างไรก็ตาม การให้วคัซีนด้วยวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง

นัน้สามารถสง่ผลกระทบหลายอย่างตอ่ปลาได้เช่นกนั หากผู้ปฏิบติัขาดทกัษะ ความรู้ความชํานาญในการฉีดท่ี

ไมถ่กูวิธี อาจจะสง่ผลทําให้ปลาเกิดอาการเครียดและอาจส่งผลทําให้ปลาตายได้ โดยการศกึษาในครัง้นีไ้ด้ใช้

รูปแบบการฉีดเข้ากล้ามเนือ้ร่วมด้วย ทัง้นีเ้พ่ือให้เกิดความสะดวกมากขึน้และเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของการให้

วคัซีนด้วยวิธีการฉีด และจากผลการศกึษาประสิทธิภาพของวคัซีนซึง่วดัจากค่าแอนติบอดีไตเตอร์ในซีรัมเม่ือ

นําปลาดุกลูกผสมทดลองไปทดสอบกับเชือ้ก่อโรคจากการฉีดทัง้ 2 วิธี ก็ให้ผลท่ีค่อนข้างใกล้เคียงกัน 
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นอกจากนี ้รูปแบบของแบคทีเรียท่ีนํามาใช้ในการเตรียมเป็นวัคซีนยังมีผลต่อประสิทธิภาพของวัคซีนด้วย

เช่นกัน โดยมีการทดลองใช้ส่วนประกอบของผนังเซลล์มาใช้ในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันเพ่ือให้เกิดความ

ต้านทานโรค เช่น Lipopolysaccharide (LPS)ของแบคทีเรียและ -glucan ของผนงัเซลล์ยีสต์มาใช้เป็นสาร

กระตุ้นภูมิคุ้มกนั (Immunostimulant) ซึ่งพบว่าสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกนัได้สูงกว่าการใช้แบคทีเรียทัง้เซลล์ 

(Gudmundo’ttir et al., 1997) อย่างไรก็ตาม จากการศกึษาในครัง้นีไ้ด้ใช้แบคทีเรียทัง้เซลล์ในการผลิตเป็น

วคัซีน ยงัให้ผลในระดบัท่ีน่าพอใจเช่นกนั ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากแบคทีเรีย A. hydrophilaจดัเป็นแบคทีเรียแกรมลบ

ท่ีผนังเซลล์มีส่วนประกอบของ LPS จึงส่งผลทําให้วคัซีนท่ีเตรียมขึน้มีประสิทธิภาพดีและสามารถกระตุ้นให้

ปลาเกิดการตอบสนองทางภมิูคุ้มกนัมากย่ิงขึน้ได้ 47(Selvaraj et al., 2006) 

ในการทดลองครัง้นีใ้ช้เวลาทัง้สิน้ 9 สปัดาห์หรือประมาณ 2 เดือนซึง่เป็นระยะเวลาท่ีสัน้เกินไปในการ

ประเมินประสิทธิภาพของรูปแบบวิธีการให้วคัซีนและโดยทัว่ไปนัน้เกษตรกรส่วนใหญ่นิยมเลีย้งปลาดกุลกูผสม

เป็นเวลา 3-4 เดือนก่อนการจําหน่าย ดังนัน้ การฉีดวัคซีนครัง้แรกจะให้ผลในการป้องกันโรคได้ยาวนาน

ประมาณ 2-3 เดือน ซึง่ระยะเวลาเพียง 5 สปัดาห์หรือประมาณ 1 เดือนของการให้วคัซีนในเข็มแรกยงัคงอยู่

ในช่วงระยะดังกล่าว ทําให้ไม่สามารถครอบคลุมและประเมินผลของการให้วัคซีนได้หรือวัคซีนอาจมี

ประสิทธิภาพต่ํา (Chu, 2006)ดงันัน้ในการกระตุ้นซํา้โดยการฉีดวคัซีนในเข็มท่ี 2 จึงช่วยเพ่ิมระยะเวลาในการ

ป้องกันการเกิดโรคและเพ่ือให้วัคซีนท่ีใช้มีประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้ สําหรับแนวทางการผลิตวัคซีนของเชือ้

แบคทีเรีย Ahydrophila ทางการค้านัน้ยังมีปัญหาท่ีสําคญัอย่างหนึ่งคือ ความหลากหลายทางด้านสายพันธุ์

ของแบคทีเรียชนิดนี ้เน่ืองจากพบว่าแบคทีเรีย A. hydrophila ในสายพนัธุ์ต่าง ๆ นัน้ จะมีความรุนแรงในการ

เกิดโรคท่ีแตกต่างกัน ซึ่งแบคทีเรียบางสายพันธุ์พบว่าท่ีระดับความเข้มข้นต่ํายังสามารถก่อให้เกิดโรคได้ 

เน่ืองจากจะมีการสร้างสารพิษ (พิษวิทยา) ท่ีแตกต่างกนัอีกด้วย (Angka et al., 1995) ดงันัน้การศกึษาความ

หลากหลายของสายพนัธุ์แบคทีเรียจากฟาร์มเพาะเลีย้งสตัว์นํา้ท่ีเกิดโรค ควรมีการศกึษาถึงความรุนแรงของ

เชือ้และการสร้างสารพิษของเชือ้ซึ่งอาจช่วยให้สายพันธุ์แบคทีเรียท่ีใช้ผลิตเป็นวคัซีนนัน้มีประสิทธิภาพมาก

ย่ิงขึน้ หรืออาจมีการคดัเลือกสายพันธุ์ของปลาร่วมด้วยโดยอาศยัรูปแบบการตอบการสนองทางภูมิคุ้มกนัท่ีมี

ต่อเชือ้ก่อโรคเพ่ือช่วยในการคดัเลือกสายพนัธุ์ปลาท่ีสามารถทนต่อโรคในการเพาะเลีย้งต่อไป (Sahoo et al., 

2011) 
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