
1 
 

 

 

บทน ำ 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นปลาน ้าจืดท่ีนิยมเล้ียงมากท่ีสุดในปัจจุบนั เป็นท่ีนิยม
บริโภคของภายในประเทศและกรมประมงยงัมีนโยบายส่งเสริมใหมี้การเล้ียงเพื่อการส่งออก  
รูปแบบการเล้ียงมีหลากหลาย  ไม่วา่จะเป็นการเล้ียงในบ่อดิน  หรือการเล้ียงในกระชงั  การเล้ียง
เป็นรูปแบบเชิงพาณิชย ์โดยเล้ียงในอตัราความหนาแน่นสูงเพื่อเพิ่มก าลงัผลิตใหเ้พียงพอต่อความ
ตอ้งการของตลาดเป็นผลใหส้ภาพในบ่อหรือแหล่งน ้าท่ีเล้ียงเส่ือมโทรม สภาพการเล้ียงแบบน้ีท า
ใหป้ลาเกิดความเครียดเป็นสาเหตุใหเ้กิดการระบาดของโรค  

ในปัจจุบนัผลผลิตปลานิลร้อยละ 70 เป็นการบริโภคภายในประเทศ โดยแยกเป็นการ
บริโภคสดถึงร้อยละ 81 กระทรวงเกษตรและสหกรณ์มีนโยบายส่งเสริมการเล้ียงปลานิลเพื่อการ
ส่งออกเน่ืองจากตลาดต่างประเทศใหก้ารยอมรับปลานิลสายพนัธ์ุจิตรลดาซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีนิยม
เล้ียงกนัอยูใ่นปัจจุบนั รัฐบาลตั้งเป้าหมายวา่ในปี พ.ศ. 2553 จะมีผลผลิตประมาณ 300,000 ตนั และ
มีเป้าหมายการส่งออกอยูท่ี่ 50,000 ตนั เพือ่น ามาแทนท่ีการเล้ียงกุง้ในพื้นท่ีท่ีประสบปัญหา ทั้ง
ภาครัฐและเอกชนใหค้วามสนใจและร่วมกนัก าหนดยทุธศาสตร์เพื่อส่งเสริมการผลิตและเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการส่งออก  
 ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือการเล้ียงปลานิลเป็นหน่ึงในอาชีพหลกัทางการเกษตรของ
ประชาชน แต่ปริมาณผลผลิตท่ีไดย้งันอ้ยกวา่ทางภาคกลางอยูม่าก ซ่ึงเกิดจากสาเหตุหลายประการ
ไม่วา่จะเป็นความแตกต่างทางสภาพภูมิประเทศ การขาดความรู้ความเขา้ใจเก่ียวกบัการเล้ียง และ
การแกปั้ญหาท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการเล้ียง โดยภาพรวมแลว้การเล้ียงปลานิลในประเทศไทยยงัประสบ
ปัญหาหลายประการ ทั้งปัญหาคุณภาพของลูกพนัธ์ุท่ีไม่คงท่ีท าใหก้ารเจริญเติบโตชา้ ปัญหา
เกษตรกรขาดความรู้ท่ีถูกตอ้งตามหลกัวิชาการในการเล้ียง ปัญหาการเกิดโรคระบาดระหวา่งการ
เล้ียง และปัญหาราคาอาหารส าเร็จรูปท่ีส่งผลใหต้น้ทุนการเล้ียงของเกษตรกรสูงข้ึน เม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตปลานิลโดยรวมของประเทศในปี พ.ศ. 2547 กบัปริมาณผลผลิตในปี
พ.ศ. 2546 พบวา่ลดลงถึง 706 ตนั (FAO-FIDI, 2006) ปัญหาหน่ึงท่ีส าคญัอยา่งยิง่ คือ การระบาด
ของโรคท่ีเกิดระหวา่งการเล้ียง ไดแ้ก่ โรคท่ีเกิดจากปรสิต  เช้ือรา และจากเช้ือแบคทีเรีย  (กรม
ประมง, 2545; เพญ็พรรณ, 2543)  โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรียเป็นสาเหตุการตายท่ีส าคญั
ของปลานิลและก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อฟาร์มเล้ียงปลานิลอยา่งมาก โดยทัว่ไปการแกปั้ญหาการ
ระบาดของโรคในปลานิลส่วนใหญ่มกัใชส้ารเคมีและยาปฏิชีวนะ เพื่อป้องกนัและรักษาโรคท่ีเกิด
จากเช้ือแบคทีเรีย  แต่การใชส้ารเคมีและยาปฏิชีวนะก่อใหเ้กิดปัญหาการด้ือยาของเช้ือแบคทีเรีย 
รวมถึงการตกคา้งของยาปฏิชีวนะในผลผลิตสตัวน์ ้ าซ่ึงจะส่งผลกระทบถึงผูบ้ริโภค  นอกจากน้ียงั
ส่งผลกระทบต่อสภาพแวดลอ้มอีกดว้ย (นิลุบล, 2545)  
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  ดงันั้น เพื่อเป็นการตอบสนองต่อนโยบายของรัฐบาลท่ีส่งเสริมการส่งออกปลานิล ผลผลิต
ท่ีจะส่งออกตอ้งมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค คณะผูว้ิจยัจึงเลง็เห็นวา่การใชส้ารกระตุน้ภูมิคุม้กนั
เพื่อป้องกนัโรคน่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีดีกวา่การใชส้ารเคมีหรือยาในระหวา่งการเล้ียง ซ่ึง
เบตา้-กลูแคนเป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัตวัหน่ึงท่ีน่าจะน ามาใชไ้ดเ้ป็นอยา่งดี 
 

กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
 

เบต้ำ-กลูแคน (Beta-glucan) 

เบตา้-กลูแคนเป็นสารธรรมชาติท่ีไดจ้ากส่ิงมีชีวิตจ าพวก เห็ด ขา้วโพด ขา้วโอต๊ ยสีต ์หรือ
สมุนไพรบางชนิด เบตา้-กลแูคนเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย
และเช้ือราก่อโรค จากโมเลกลุของน ้าตาลต่อกนัเป็นสาย (polysaccharide) กลูแคนเป็นช่ือเรียกการ
เรียงตวัของน ้าตาลกลูโคส โดยมีโครงสร้างการเรียงตวั คือ เลข 1,3 เป็นการเรียงตวัของโซ่หลกั 
ส่วนเลข1,6 คือ การเรียงตวัของโซ่ขา้ง เบตา้-กลูแคนมีช่ือเรียกและโครงสร้างของแตกต่างกนัไป
ตามแหล่งท่ีมา คือ ชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีสกดัไดม้า (Robertsen, et al., 1990) โครงสร้างคลา้ย
เซลลูโลส (cellulose) คือโมเลกลุของน ้าตาลกลูโคสมาต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic 
bond)แบบเบตา้ 1-4 และทุก 3 โมเลกลุจะมีพนัธะระหวา่งออกซิเจนท่ีต าแหน่ง C1 กบั hydroxyl ท่ี
ต  าแหน่ง C3 ของอีกกลุ่มหน่ึงดงัแสดงในภาพท่ี 1 

 

 

 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างของเบตา้-กลูแคน 

ท่ีมา http://www.google.co.th/imgres?q=glucan&um 

 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/cellulose
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/น้ำตาลกลูโคส
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/glycosidic%20bond
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/glycosidic%20bond
http://www.google.co.th/imgres?q=glucan&um
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ในช่วงแรกท่ีมีการคน้พบเบตา้-กลูแคนนั้นถูกน ามาใชเ้ป็นยากระตุน้ภูมิคุม้กนั และไดเ้ร่ิม
ศึกษากนัอยา่งจริงจงัมากยิง่ข้ึน โดยเฉพาะจากทางมหาวทิยาลยัในประเทศสหรัฐอเมริกา ไดมี้การ
ทดลองและวจิยัสารเบตา้-กลูแคนท่ีมีผลต่อร่างกายและไดพ้ฒันาเทคโนโลยกีารสกดัใหดี้ข้ึนเร่ือยๆ 
ซ่ึงเป็นเทคโนโลยค่ีอนขา้งสูงจนสามารถสกดัเบตา้-กลูแคน ท่ีบริสุทธ์ิ  

ประโยชน์และกำรน ำไปใช้ 

เบตา้-กลูแคนมีประโยชนห์ลายประการ ซ่ึงส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัและ
การป้องกนัโรค โดยกระตุน้เซลลภู์มิคุม้กนัในท างานไดอ้ยา่งเตม็ประสิทธิภาพ ซ่ึงโดยปกติแลว้ 
เซลลคุ์ม้กนัในส่ิงมีชีวิตจะไม่ท างานจนกวา่จะตรวจพบส่ิงแปลกปลอม เบตา้-กลูแคนจะไปกระตุน้
การท างานของเซลลคุ์ม้กนัเหล่าน้ีใหท้  างานอยูต่ลอดเวลา Hunter et al. (2001) กล่าววา่ สตัวท่ี์
ไดรั้บเบตา้-กลูแคนจะมีความตา้นทานต่อเช้ือโรคหลายชนิด ไม่วา่จะเป็นแบคทีเรีย เช้ือรา ไวรัส 
หรือโปรโตซวั เบตา้-กลูแคนสามารถต่อตา้นโรคมะเร็งและลดอนุมูลอิสระ มีการน าเอาเบตา้-กลู
แคนมาใชใ้นผูป่้วยท่ีเป็นโรคมะเร็งผวิหนงัในต่างประเทศ และพบวา่จ านวนเซลลม์ะเร็งลดลงเม่ือ
ไดรั้บเบตา้-กลูแคนเบตา้-กลูแคนจะกระตุน้การท างานของเซลลม์าโครฟาจ (macrophage) ซ่ึงเป็น
เซลลท่ี์มีความส าคญัในการท างานเพื่อต่อตา้นการติดเช้ือ และการท าลายเซลลม์ะเร็ง เพิ่มการสร้าง
และกระตุน้การเจริญของเมด็เลือดขาวหลายชนิด (Meira et al., 1996 Akramiene  et al., 2007) 
นอกจากนั้น Wood et al. (1994)  และ Othman et al. (2011) ยงัรายงานวา่ เบตา้-กลูแคนท่ีสกดัจาก
ขา้วโอต๊สามารถลดระดบัของ Low densitiy lipoprotein (LDL) chloresterol ซ่ึงท าใหเ้ส่ียงต่อการ
เป็นโรคหลอดเลือดหวัใจได ้ 

  
โรค Streptococcosis  
 โรค Streptococcosis เป็นโรคท่ีเป็นปัญหาในการเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าท่ีส าคญัอีกโรคหน่ึง
เน่ืองจากท าใหป้ลาตายไดม้ากกวา่ 75 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเล้ียงในระบบปิด (Perera et al., 1997) โรค 
Streptococcosis เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ในสกลุ Streptococcus รูปร่างกลม (coccus) หรือรูปไข่ ขนาด
เสน้ผา่ศูนยก์ลางประมาณ 2 ถึง 3 ไมโครเมตร ยอ้มติดสีแกรมบวก ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างแคปซูล ไม่
มีเอนไซมค์าตาเลส (catalase)  ตอ้งการออกซิเจนปริมาณนอ้ย (microaerophilic organism) และ
สามารถเจริญในท่ีไม่มีออกซิเจน (นิลุบล, 2545; Eldar et al., 1997; Yuasa et al., 1999) มกัอยูเ่ป็นคู่
หรือสายโซ่ (chian) ซ่ึงสายโซ่จะสั้นหรือยาวข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุและชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือโดย
พบวา่เช้ือสกลุ Streptococcus ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวจะมีสายโซ่สั้นกวา่ ส่วนมากสามารถ
เจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือธรรมดา (นนัทริกา, 2539; เรืองทอง, 2543; Hoshina et al.,1958 )  
แบคทีเรียสกลุ Streptococcus ส่วนใหญ่สามารถท าใหเ้มด็เลือดแดงแตกแบบเบตา้ (- haemolytic) 
มีบา้งท่ีเป็นแกรมมา (- haemolytic), แบบอลัฟ่า (- haemolytic) หรือ non- haemolytic   (นิลุบล, 
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2544; นิลุบล และคณะ, 2549 ) เช้ือท่ีมกัก่อใหเ้กิดโรคในปลาส่วนใหญ่จดัอยูใ่นกลุ่ม Lancefield’ s 
group  B และ D เช่น S. iniae, S. faecium และ S. faecalis เป็นตน้ (Nakatsugawa, 1983; Inglis et 
al., 1993; Eldar et al., 1997; Yuasa et al., 1999 ) 

อาการของโรค Streptococcosis ท่ีปรากฏในปลาแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของปลา และ
อุณหภูมิ บางชนิดอาจท าใหเ้กิดการติดเช้ือแบบก่ึงเฉียบพลนั และไม่ปรากฏอาการภายนอก 
(Miyazaki et al., 1984; Al- Harbi, 1994; Yuasa et al., 1999) แต่ลกัษณะร่วมท่ีพบในปลาทุกชนิด
คือ  ปลาวา่ยน ้าชา้ลงมกัลอยตวัน่ิงๆ สีตวัเขม้ ตาโปน ตกเลือดรอบตา ลูกตาขุ่นขาว ตกเลือดบนแผน่
ปิดเหงือก ฐานครีบ ทวารหนกั และผวิตวั ปลาท่ีใกลต้ายจะวา่ยน ้าไม่มีทิศทางท่ีบริเวณผวิน ้า 
(นิลุบล, 2544; Nakatsugawa, 1983; Inglis et al., 1993) ปลาท่ีติดเช้ือ Streptococcus จะแสดง
ลกัษณะภายในคือ  ในระยะแรกจะมีการตกเลือดหรืออาการเลือดคัง่ในบริเวณเรติน่าของตา  เสน้
เลือดแดงบริเวณเหงือก  ล าไส้  และมี macrophages แทรกในบริเวณเหงือกเป็นจ านวนมาก กลุ่ม
เซลลแ์ละเน้ือเยือ่เหงือกตาย มีการหลุดลอกของเยือ่บุชั้นกลาง (mucosa) อวยัวะท่ีไดรั้บผลกระทบ
มากท่ีสุดไดแ้ก่ บริเวณมา้มซ่ึงจะมีลกัษณะมา้มโต  มีสีแดงใส  และบริเวณตบัซ่ึงจะพบกลุ่มเซลล์
และเน้ือเยือ่ตายเป็นหยอ่มๆ  รองลงมาคือ หวัใจ และไตโดยเยือ่หุม้หวัใจและเยือ่บุช่องทอ้งเกิดการ
อกัเสบ  ภายในมีของเหลวขน้ซ่ึงเป็นเศษเซลลท่ี์ตายแลว้หลุดลอกออก รอบๆ ช่องทวารหนกัมีการ
อกัเสบและบวมแดง (นิลุบล, 2544; Kusuda et al., 1978; Miyazaki, 1982; Inglis et al., 1993; El-
Sayed, 2006) ปลาท่ีป่วยในช่วงท่ีอุณหภูมิของน ้าสูงส่วนใหญ่จะมีอาการตาโปน ตกเลือดรอบตา 
ลูกตาขุ่นขาว และมีอาการตกเลือดท่ีผนงัดา้นในของแผน่ปิดเหงือก (Sano and Fukuda, 1987)  
 โรค  Streptococcosis  มีรายงานการระบาดจากทัว่โลก  พบไดท้ัว่ไปทั้งปลาน ้าจืดและปลา
ทะเลมีรายงานการระบาดทั้งประเทศอิสราเอล ญ่ีปุ่น และสหรัฐอเมริกา การระบาดพบมากในช่วง
ฤดูร้อน (นิลุบล, 2544; Eldar et al., 1994) เช้ือในสกลุ Streptococcus ก่อใหเ้กิดโรคในปลาท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจหลายชนิด  Eldar et al. (1994) รายงานวา่พบในปลานิลและปลา trout ท่ี
ประเทศอิสราเอลมีอาการป่วยซ่ึงมีสาเหตุมาจากเช้ือ S. shiloi  และ S. difficile  โดยจะแสดงลกัษณะ
อาการท่ีระบบประสาทส่วนกลางร่วมกบัอาการท่ีพบโดยทัว่ไป ส าหรับปลา trout จะมีการติดเช้ือ
ตามกระแสเลือด นอกจากน้ีส่วนของสมอง  เยือ่สมองและไขสนัหลงัของปลามกัมีอาการอกัเสบ
ร่วมดว้ย  ปลาทะเลมีรายงานในปลา yellow tail  ปลาซีกเดียวในญ่ีปุ่น (Kusada et al., 1978; Iida et 
al., 19986) และปลาสลิดหิน (Siganus canalicutus) ท่ีเล้ียงในประเทศไตห้วนัและประเทศในกลุ่ม
อาหรับ (Yuasa et al., 1999) และยงัมีรายงานการระบาดของโรคน้ีอยา่งต่อเน่ืองในประเทศต่างๆ 
ทัว่โลก อาทิเช่นประเทศนอร์เวย ์องักฤษ ตอนเหนือของประเทศสเปน อิสราเอล ซาอุดิอาระเบีย 
บาห์เรน ฝ่ังทะเลเมติเตอร์เรเนียนของประเทศฝร่ังเศส ฟิลิปปินส์ รวมทั้งประเทศไทย (ประเสริฐ, 
2545; Kusuda et al., 1978; Pappalardo and Boemare, 1982; Al-Harbi, 1994; Eldar et al., 1994; 
Domenech et al., 1996; Yuasa et al., 1999 )ในประเทศไทย นเรศ และคณะ(2548)ไดพ้บปลานิลท่ี
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เล้ียงในจงัหวดัสุราษฏร์ธานีมีอาการป่วยคลา้ยกบัอาการของโรค Streptococcosis จึงท าการศึกษาหา
สาเหตุของโรคโดยแยกเช้ือแบคทีเรียจากปลาป่วยพบวา่เช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคคือเช้ือ S. 
agalactiae จากรายงานของ นิลุบลและคณะ (2549) ท่ีพบการระบาดของโรค Streptococcosis ใน
ปลานิลท่ีเล้ียงในกระชงัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบวา่เกิดจากเช้ือ S. agalactiae ซ่ึงเช้ือ S. 
agalactiae ท่ีแยกไดทุ้กสายพนัธ์ุท าใหเ้มด็เลือดแดงแตกแบบเบตา้ สายพนัธ์ุท่ีมีความรุนแรงมาก
ท่ีสุดคือ KKU 44002 โดยท าใหเ้กิดการตายสะสม 75 เปอร์เซ็นต ์ในช่วงเวลา 14 วนั  
  
วคัซีน 
 วคัซีน (vaccine) หมายถึง สารท่ีเม่ือเขา้สู่ร่างกาย  จะมีผลกระตุน้และชกัน าใหร่้างกายสร้าง
ภูมิคุม้กนัโรคท่ีจ าเพาะต่อสารนั้น  โดยวคัซีนอาจเตรียมไดจ้ากเช้ือจุลชีพหรือส่วนประกอบของเช้ือ
ท่ีไดรั้บการดดัแปลง หรือเป็นสารสงัเคราะห์ ท่ีเม่ือน าเขา้สู่ร่างกายสตัวท์ดลองดว้ยวิธีฉีด  หรือการ
กินไม่ท าใหส้ตัวท์ดลองนั้นเกิดโรค  แต่จะกระตุน้ใหส้ตัวท์ดลองมีภูมิคุม้กนัท่ีสามารถป้องกนั
อาการจากโรคนั้นๆ (รัชนี และอนุทิน, 2532) ส าหรับการใหว้คัซีนในสตัวน์ ้ าเร่ิมมีการทดลองใชม้า
นานกวา่ 50 ปี  และการไดรั้บการพฒันาใหดี้ข้ึนเร่ือยมาจนถึงปัจจุบนั (สิทธิ, 2527) 

วคัซีนท่ีใชใ้นสตัวน์ ้ าโดยทัว่ไปสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิด (ชนกนัต,์ 2544) ดงัน้ี 
 1. วคัซีนเช้ือตาย  (Killed หรือ inactivated vaccine) เป็นวคัซีนท่ีเตรียมจากเช้ือท่ีมีความ
รุนแรง  และถูกท าใหต้ายดว้ยวิธีทางฟิสิกส์โดยการใชค้วามร้อนหรือกระบวนการทางเคมี เช่น  การ
ใชฟ้อร์มาลิน อะซีโตน  ethylene imine (EI) แต่ยงัสามารถกระตุน้ใหร่้างกายสร้างภูมิคุม้กนัได ้
(โสมทตั, 2538) วคัซีนเช้ือตายสามารถแบ่งยอ่ยไดห้ลายชนิด ไดแ้ก่ วคัซีนท่ีผลิตจากช้ือแบคทีเรียท่ี
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว (broth bacterin) และ adjuvant vaccine (รัชนีและอนุทิน, 2532) การ
ผลิตวคัซีนจากเช้ือแบคทีเรียท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวจะผสมสารท่ีมีผลในการฆ่าเช้ือ 
(inactivating agents) ก่อนผลิตเป็นวคัซีนส าเร็จรูปโดยไม่มีส่วนผสมของสารอ่ืน  ส าหรับ adjuvant 
vaccine นั้นเป็นวคัซีนท่ีผสมสารแอดจูแวนท ์(adjuvant) บางอยา่งนอกจากสารท่ีมีผลในการฆ่าเช้ือ
ลงไปดว้ย  เช่น aluminum hydroxide gel, yeasts,  - glucan, oil- base adjuvant หรือสารสังเคราะห์
ตวัอ่ืนลงไปเพือ่เพิ่มประสิทธิภาพของวคัซีนใหมี้ความตา้นทานโรคสูงข้ึน (รัชนีและอนุทิน, 2532; 
Matsuyama et al., 1992; Pascho et al., 1997) เน่ืองจากแอดจูแวนทมี์ผลท าใหก้ารกระจายตวัของ
วคัซีนเป็นไปอยา่งชา้ๆ ท าใหส้ามารถกระตุน้การสร้างภูมิคุม้กนัเป็นเวลานาน และลดโอกาสในการ
เกิดปฏิกิริยาท่ีรุนแรงหลงัการฉีดวคัซีน (ชนกนัต,์ 2544)  
 วคัซีนเช้ือเป็น (Live attenuated vaccine)  เป็นวคัซีนท่ีเตรียมจากเช้ือท่ีลดความรุนแรงของ
เช้ือลง  เม่ือน าเขา้สู่ร่างกายสตัวท์ดลองไม่ท าใหเ้กิดโรคแต่สามารถเพิ่มจ านวน  เพื่อกระตุน้ให้
ร่างกายสร้างภูมิคุม้กนั  ซ่ึงวธีิการลดความรุนแรงสามารถท าไดห้ลายวธีิไดแ้ก่  การใชค้วามร้อน
หรือสารเคมีท าลายเช้ือแต่ไม่ถึงตาย ซ่ึงเช้ือจะเปล่ียนแปลงคุณสมบติัไปจากเดิม   แต่วธีิน้ีเส่ียงใน
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การเกิดโรคข้ึนมาอีก  อีกวิธีคือการเล้ียงในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม หรือการผา่นเช้ือนั้นเขา้ไปในเซลล์
ของผูถู้กอาศยั (Host) ท่ีไม่ใช่ผูอ้าศยัปกติ (โสมทตั, 2538) เช่น  การแยกเช้ือไวรัสจากปลาท่ีป่วยมา
เล้ียงในเซลลส์ตัวท์ดลองภายใตส้ภาวะหอ้งปฏิบติัการเป็นเวลานานๆ  จนเช้ือนั้นลดความรุนแรงลง  
จากนั้นน าไปฉีดใหก้บัสตัวท์ดลองเพื่อกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั  เช่น วคัซีนป้องกนัโรค Infectious 
Pancreatic Necrosis (IPN) ในปลา Atlantic salmon (Salmo salar) วคัซีนน้ีไปกระตุน้ระบบ
ภูมิคุม้กนัในระบบของเซลลเ์มด็เลือดขาว  ซ่ึงท าหนา้ท่ีในการก าจดัเช้ือไวรัสและแบคทีเรียท่ีอาศยั
อยูใ่นเซลล ์(รัชนี และอนุทิน, 2532; ชนกนัต,์ 2544)  
 วคัซีนท่ีผลิตโดยเทคโนโลยชีีวภาพ  เป็นวคัซีนท่ีไดจ้ากการดดัแปลงสายพนัธ์ุของเช้ือ  
ก่อนน าเขา้สู่กระบวน การผลิตวคัซีนส าเร็จรูป  ซ่ึงอาจมีหรือไม่มีส่วนประกอบของสารอ่ืนร่วมดว้ย 
(ชนกนัต,์ 2544) Vaughan et al. (1993) ไดท้ าการตดัยนี Aro A ออกจากเช้ือ A.  salmonicida แลว้
ฉีดใหก้บัปลา salmon พบวา่สามารถลดอตัราการตายของปลาเน่ืองจากการติดเช้ือ A. salmonicida ท่ี
เป็นเช้ือก่อโรค furunculosis  ภายใตส้ภาวะในหอ้งปฏิบติัการได ้นอกจากน้ี Lawence et al. (1997) 
ไดท้ าการทดลองท าใหเ้ช้ือ Edwardsiella ictaluri ลดความรุนแรงโดยท ากรเปล่ียนแปลงสาย
พนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง pur-A พบวา่วคัซีนสามารถป้องกนัการติดเช้ือแบคทีเรียดงักล่าวได ้
นอกจากน้ี ศุภลคัน์และคณะ (2547) ไดผ้ลิตโมโนโคลนอลแอนติบอด้ีเพื่อตรวจสอบการสร้างแอติ
บอด้ีของปลาดุกลูกผสม (Clarias macocephalus x C. gariepinus) พบวา่สามารถผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอด้ีไดห้น่ึงชนิด คือ B6 ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น  IgG เม่ือท าการทดสอบการกรสร้าง
แอนติบอด้ีของปลาดุกหลงัจากไดรั้บวคัซีนพบวา่มีการสร้างแอนติบอด้ีสูงท่ีสุดในสปัดาห์ท่ี 3 และ
แอนติบอด้ีท่ีไดรั้บมีความคุมโรคต่อเช้ือ A. hydrophila  สายพนัธ์ุท่ีผลิตวคัซีน 
 ส าหรับการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อการใชว้คัซีนนั้น  พบวา่เม่ือมีแอนติเจนชนิด
เดียวกนัมากระตุน้ซ ้ า (booster) การตอบสนองจะเกิดข้ึนไดอ้ยา่งรวดเร็วและรุนแรงกวา่การ
ตอบสนองคร้ังแรก (สิทธิพนัธ์ และคณะ, 2537) การเพิ่มการท างานของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย
โดยการใหว้คัซีน มีวตัถุประสงคเ์พื่อใหเ้กิดความทรงจ าในการสร้างภูมิคุม้กนัต่อเช้ือท่ีจ าเพาะ
เจาะจง  ส าหรับแนวโนม้การใชว้คัซีนในอนาคตนั้นส่ิงท่ีตอ้งพิจารณาถึง คือ วิธีการเตรียมวคัซีนให้
มีประสิทธิภาพในการกระตุน้ใหเ้กิดภูมิคุม้กนัโรค และวิธีการใหแ้ก่สตัวน์ ้ า ในแง่ของ mass 
immunization เพื่อท่ีจะใชใ้นฟาร์มเล้ียงปลาท่ีมีขนาดใหญ่ (สิทธิ, 2527) ปัจจุบนัมีการผลิตวคัซีนมา
ใชใ้นสตัวน์ ้ าเป็นการคา้ไดแ้ก่ วคัซีนป้องกนัโรค vibriosis ซ่ึงเตรียมไดจ้ากเช้ือ Vibrio anguillarum, 
V. ordalii ใชใ้นปลาน ้ากร่อยและปลาทะเล และเตรียมจากเช้ือ Vibrio spp. ใชใ้นกุง้ Penaeids บาง
ชนิด วคัซีนป้องกนัโรค enteric redmouth  ซ่ึงเตรียมจากเช้ือ Yersinia ruckeri ใชใ้นปลา trout  
วคัซีนป้องกนัโรค furunculosis เตรียมจากเช้ือ A. salmonicida  ใชใ้นปลา trout และ ปลา salmon  
และวคัซีนป้องกนัโรค enteric septicemia ซ่ึงเตรียมจากเช้ือ Edwardsella ictaluri ใชใ้นปลา 
channel catfish ส าหรับวคัซีนท่ีใชใ้นสตัวน์ ้ าของประเทศแถบเอเชีย คือ วคัซีนท่ีเตรียมจากเช้ือ 
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Vibrio spp. ใชใ้นกุง้ V.  anguillarum และ Y.  ruckeri ใชใ้นปลา ส าหรับวคัซีนชนิดอ่ืนก าลงัอยู่
ระหวา่งการศึกษา (Plumb, 1995)  
 วิธีการใหว้คัซีนในสตัวน์ ้ ามีดว้ยกนั 3 วิธี คือ การฉีด การแช่ และการผสมอาหาร ซ่ึงแต่ละ
วิธีมีขอ้ดีและขอ้เสียแตกต่างกนัไป 
  1. กำรให้วคัซีนโดยกำรฉีด (injection vaccination) จะใชว้คัซีนท่ีไม่มีความ
รุนแรงหรือไม่สามารถท าใหป้ลาเกิดโรคได ้ (Cossarini-Dunier, 1985) การฉีดอาจฉีดเขา้กลา้มเน้ือ 
(intramuscular injection, IM)  (Gutierrez and Miyazaki, 1994) หรือฉีดเขา้ช่องทอ้ง (intraperitoneal 
injection, IP) การใหว้คัซีนโดยวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดเน่ืองจากปริมาณการใหว้คัซีน
ท่ีแน่นอน  ขอ้เสียของวิธีน้ี คือ ไม่สามารถใชก้บัปลาขนาดเลก็ อีกทั้งท าใหป้ลาเครียด บอบช ้า 
เสียเวลา และส้ินเปลืองแรงงาน (Dunn et al., 1990; Nakanishi et al., 2002; ชนกนัต,์ 2544 ) ส าหรับ
การศึกษาเก่ียวกบัการใหว้คัซีนโดยการฉีดในสตัวน์ ้ าพบวา่ใหผ้ลดี (นิลุบล, 2534; บุญกวา้งและน
นทวิทย,์ 2536) ไดศึ้กษาความตา้นทานโรคและการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อเช้ือ A. hydrophila 
ของปลาดุกบ๊ิกอุย (C. gariepinus x C. macrocephalus) พบวา่ปลาท่ีไดรั้บการฉีดวคัซีนโดยการฉีด
เขา้ช่องทอ้งคร้ังแรกในสปัดาห์ท่ีหน่ึงมีค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เท่ากบั 78.93 และคร้ังท่ีสองใน
สปัดาห์ท่ีส่ีเท่ากบั 614.40 เม่ือทดสอบความตา้นทานโรคหลงัจากการฉีดวคัซีนพบวา่ปลาท่ีไดรั้บ
วคัซีนมีอตัราการรอดสูงถึง 97.78 เปอร์เซ็นต ์ Eldar et al. (1995) ไดท้ดลองฉีดวคัซีนท่ีเตรียมจาก
เช้ือ Streptococcus sp. ซ่ึงฆ่าดว้ยฟอร์มาลินในปลา rainbow trout ดว้ยการฉีดเขา้ช่องทอ้ง พบวา่
สามารถป้องกนัโรคไดดี้มีอตัราการติดเช้ือเพียง 5 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีปลาไม่ไดรั้บวคัซีนมีอตัรา
การตายสูงถึง 50 เปอร์เซ็นต ์ Klesius et al. (2000) ไดร้ายงานผลศึกษาการเตรียมวคัซีนเช้ือตายจาก
เช้ือสายพนัธ์ุเดียวกบั S. iniae (homologous) และจากต่างสายพนัธ์ุ (heterologous) ใชฟ้อร์มาลิน
เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ พบวา่มีความตา้นทานโรค Streptococcosis 50 เปอร์เซ็นต ์และสามารถ
ป้องกนัการติดเช้ือ Streptococcus ขา้มสายพนัธ์ุไดด้ว้ย ต่อมานิลุบล และคณะ (2549) ได้
ท าการศึกษาเก่ียวกบัประสิทธิภาพของวคัซีนท่ีผลิตจากเช้ือ S.  agalactiae สายพนัธ์ุ KKU 44002 ท่ี
ฆ่าดว้ยฟอร์มาลิน ในการป้องกนั Streptococcosis ในปลานิล โดยการฉีดเขา้เขา้ช่องทอ้ง และการ
ฉีดเขา้กลา้มเน้ือ พบวา่ปลาท่ีไดรั้บการฉีดวคีซีนมีอตัราการรอดเฉล่ียสูงกวา่ปลาในกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บ
วคัซีน 

 2. กำรให้วคัซีนโดยกำรแช่ (immersion vaccination) เป็นการท าใหส้ารละลาย
วคัซีนดูดซึมผา่นทางผวิหนงัหรือทางเหงือก เป็นวิธีท่ีเหมาะสมกบัปลาจ านวนมาก นิยมใชก้บัปลา
ขนาดเลก็ การใหว้คัซีน จากการศึกษาพบวา่ปลาท่ีแช่ในสารละลาย bovine serum albumin (BSA)  
ซ่ึง BSA ส่วนใหญ่จะถูกดูดซึมเขา้ทางเสน้ขา้งล าตวั (lateral line) และบางส่วนจะซึมเขา้ทางเหงือก 
ซ่ึงการใหว้คัซีนโดยวิธีน้ีสะดวก ท าใหป้ลาเกิดความเครียดนอ้ย  ใชแ้รงงานนอ้ยกวา่การใหโ้ดยการ
ฉีด (Dunn et al., 1990) และยงัพบวา่สามารถช่วยใหเ้ซลล ์epidermis ท่ีผวิหนงัของปลา มี



8 
 

ความสามารถในการตา้นทานเช้ือแบคทีเรียสูงข้ึน (Hayakawa et al., 1988) การใหว้คัซีนโดยการแช่
สามารถท าได ้2 วิธีคือ การแช่โดยตรง (direct immersion) และการแช่แบบ hyperosmotic 
immersion ซ่ึงจะท าการแช่ปลาในน ้าเกลือในระยะเวลาสั้นๆ ก่อนท่ีจะน าปลามาแช่ในสารละลาย
แอนติเจน วิธีน้ีจะช่วยใหแ้อนติเจนสามารถเขา้สู่ร่างกายไดง่้ายและมากข้ึน (Ward, 1982) นิลุบล 
(2534) ไดท้ าการศึกษาประสิทธิภาพของการใหว้คัซีนท่ีเตรียมจากเช้ือ A. hydrophila ท่ีฆ่าดว้ย
ฟอร์มาลินเพื่อตอบสนองทางดา้นภูมิคุม้กนัและความตา้นทานโรคในปลาดุกอุย (Clarias 
macrocephalus, Gunther) โดยวิธีการแช่โดยตรง และแช่แบบ hyperosmotic immersion พบวา่การ
แช่แบบ hyperosmotic immersion ใหผ้ลในการสร้างแอนติบอด้ีและความตา้นทานโรคสูงกวา่การ
แช่โดยตรง  Iida et al. (1982) ไดศึ้กษาการใหว้คัซีนท่ีเตรียมจากเช้ือ S. iniae  ท่ีฆ่าดว้ยฟอร์มาลิน 
เพื่อควบคุมโรค Streptococcosisในปลา yellowtail (S. quinquerdiata) ดว้ยวิธีการผสมอาหาร 
เปรียบเทียบกบัการใหด้ว้ยวธีิการฉีดและการแช่แบบ hyperosmotic infiltration พบวา่การใหว้คัซีน
โดยวิธีการฉีดและการแช่ใหผ้ลในการตา้นทานโรคดีกวา่วิธีการผสมอาหาร  จากรายงานของ Clark 
et al. (2003) กล่าววา่ปลานิลท่ีเล้ียงในกระชงัและในบ่อดินของประเทศฟิลิปปินส์เม่ือลูกปลาไดรั้บ
วคัซีนท่ีผลิตจากเช้ือ S. iniae  โดยวิธีการแช่ และผสมอาหาร พบวา่มีอตัราการตายต ่าเพียงร้อยละ 
10-15 เท่านั้นเม่ือเปรียบเทียบกบัปลากลุ่มท่ีไม่ไดรั้บวคัซีน 

3. กำรให้วคัซีนผสมอำหำรในสัตว์น ำ้ (oral  vaccination) เป็นวิธีท่ีสะดวกท่ีสุด  สามารถ
ใชไ้ดก้บัจ านวนมาก  ทุกขนาด และปลาไม่เกิดความเครียด อีกทั้งไม่เสียเวลาและแรงงาน  แต่การ
ใหว้คัซีนในการตอบสนองทางภูมิคุม้กนันอ้ยกวา่การฉีดและการแช่  และตอ้งใชว้คัซีนเป็นจ านวน
มากเพื่อกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของปลาใหท้ างานเน่ืองจากแอนติเจนบางส่วนจะถูกท าลายใน
ระหวา่งขบวนการยอ่ยในระบบทางเดินอาหารของปลา  (Johnson and Amend, 1983; Lillhaug, 
1989; Bogwald et al., 1994)  ธีราภรณ์ และคณะ (2548) ไดท้  าการทดสอบประสิทธิภาพของการให้
วคัซีนโดยการผสมอาหารเพื่อกระตุน้ภูมิคุม้กนั  และความตา้นทานโรค Streptococcosis ในปลานิล 
ซ่ึงเตรียมจากเช้ือ S.  agalactiae สายพนัธ์ุ KKU 44002 ปลาท่ีไดรั้บวคัซีนผสมอาหารมีแอนติบอด้ี
ไตเตอร์สูงกวา่ปลากลุ่มท่ีไม่ไดรั้บวคัซีน  เม่ือทดสอบความตา้นทานโรค  พบวา่ปลากลุ่มท่ีไดรั้บ
วคัซีนโดยการผสมอาหารเป็นเวลา 6 สปัดาห์ ข้ึนไปและอตัราการตายต ่ากวา่กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บวคัซีน 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของกรองแกว้ (2541) ซ่ึงท าการศึกษาประสิทธิภาพของการใชว้คัซีนของ
เช้ือ A. hydrophila  โดยการแช่และผสมอาหารในปลาดุกลูกผสม ซ่ึงพบวา่ปลาท่ีไดรั้บวคัซีน
ติดต่อกนัเป็นเวลา 3 เดือนมีผลท าใหป้ลามีความตา้นทานต่อเช้ือ A. hydrophila  และมีอตัราการรอด
ตายสูงกวา่ปลากลุ่มควบคุม Joosten et al. (1995) ไดศึ้กษาการใหว้คัซีนโดยการผสมอาหารกบัลูก
ปลาไน (Cyprinus carpio) พบวา่ส่ิงส าคญัคือการป้องกนัแอนติเจนถูกท าลายจากกรดในกระเพาะ
อาหาร  และขบวนการยอ่ยโปรตีนของล าไสส่้วนหนา้ อยา่งไรกต็ามการใหว้คัซีนโดยวิธีจะกระตุน้
ระบบภูมิคุม้กนัในส่วนของชั้น mucosal ใหสู้งข้ึนและพบวา่แอนติเจนจะถูกน าเขา้ไปในเซลลโ์ดย
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ขบวนการจบักิน (Rombout et al., 1985; Rombout and Berg, 1989; Joosten et al., 1996  ) การให้
วคัซีนผสมอาหารนั้นปัจจุบนัมีการปรับปรุงโดยพฒันารูปแบบของอาหารท่ีใชเ้พื่อป้องกนัการยอ่ย
สลายแอนติเจนจากเอนไซมใ์นระบบทางเดินอาหารของปลา เช่น encapsulation, microcapsule, 
microbead และ chitosan microcapsule (Dunn et al., 1990) 

 
วธีิกำรวิจัย 

1. ปลำทดลอง 

ในการทดลองใชป้ลานิลสายพนัธ์ุจิตรดา 3 ท่ีไดรั้บการแปลงเพศดว้ยฮอร์โมน 17- 
methyl-testosterone จากวบิลูยฟ์าร์ม จ. กาฬสินธ์ุ ปลาท่ีน ามาใชใ้นการทดลองเป็นปลารุ่นเดียวกนั  
ปลาท่ีใชใ้นการศึกษาจะน ามาปรับใหเ้ขา้กบัสภาพการทดลองในบ่อทดลองขนาด 1.5 x 2.0 x 0.6  
เมตร เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ก่อนการทดลอง เล้ียงดว้ยอาหารเมด็ส าเร็จรูปในปริมาณ 3 เปอร์เซ็นต ์
ของน ้าหนกัตวั วนัละ 2 คร้ัง ระบบน ้าท่ีใชใ้นการทดลองเป็นระบบไหลผา่นตลอด (flow- through 
system) ชัง่น าหนกัก่อนทดลอง โดยปลานิลท่ีใชท้  าการทดลองผลของเบตา้-กลูแคนต่อระบบ
ภูมิคุม้กนัแบบไม่จ าเพาะน ้าหนกัเฉล่ียเร่ิมตน้เท่ากบั  55.20 + 4.30  กรัม  ส าหรับการศึกษาการใช้
เบตา้-กลูแคนร่วมกบัวคัซีนใชป้ลานิลน ้าหนกัเร่ิมตน้เฉล่ียเท่ากบั   127.30  + 5.10  กรัม  เม่ือส้ินสุด
การทดลองชัง่น ้ าหนกัปลานิลเพื่อหาอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific Growth Rate, SGR) 
ของปลานิลตามวิธีการของ Ricker (1979) 

 
SGR  =  ln (น ้าหนกัสุดทา้ย) – ln (น ้าหนกัเร่ิมตน้) x 100 

ระยะเวลาทดลอง 
 
2. กำรเตรียมเบต้ำ-กลูแคน 
 เบตา้-กลูแคนท่ีใชไ้ดม้าจากผนงัเซลลย์สีต ์(Saccharomyces cereviciae) น ามาผสม
อาหารเมด็ส าเร็จรูปชนิดลอยน ้า ไฮเกรด เบอร์ 9951 บริษทั เจริญโภคภณัฑอ์าหาร จ ากดั (มหาชน) 
ซ่ึงเป็นอาหารส าเร็จรูปท่ีมีระดบัโปรตีน 30 เปอร์เซ็นต ์ในอตัรา 100.0, 200.0  และ 300.0 มิลลิกรัม
ต่อน ้าหนกัอาหาร 1 กิโลกรัม และเคลือบดว้ยสารเหนียวจากนั้นน ามาผสมกบั โดยท าการผสมเบตา้-
กลูแคนกบัอาหารปลาก่อนใหอ้าหาร 1 ชัว่โมง   
 
3. กำรทดสอบผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อค่ำ Haematocrit index, ปริมำณเซลล์เม็ดเลอืดขำว และ
เซลล์จับกนิ (phagocytic cells)  

การศึกษาแบ่งการทดลองออกเป็น 4 กลุ่มทดลอง กลุ่มละ 3 ซ ้ า  ซ ้ าละ 100 ตวั โดยใหเ้บตา้-
กลูแคนในอตัรา 100.0, 200.0  และ 300.0 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัอาหาร 1  กิโลกรัม  และกลุ่มควบคุม
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ซ่ึงไดรั้บอาหารปกติ เล้ียงเป็นเวลา 12 สปัดาห์ ท าการแยกเกบ็เซลลเ์มด็เลือดขาวจากตบัปลา เพื่อ
น ามาทดสอบหาค่า haematocrit index (HI) ปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาว  % phagocyte และ 
phagocytic index (PI) โดยวดัจากการจบักิน   Zymosan A (Sigma, Germany)  ซ่ึงดดัแปลงมามา
จากวิธีการของ Secombes  (1990)  
4. กำรหำค่ำ Haematocrit index (HI) 
 การหาค่า haematocrit index ของปลาโดยเกบ็ตวัอยา่งเลือดปลาในสปัดาห์ท่ี 12 จากบริเวณ
เส้นเลือดดา้นทา้ยของล าตวั (caudal fin) โดยเกบ็ 1 มิลลิลิตร ต่อตวั  โดยใช ้EDTA  เขม้ขน้ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  เพื่อป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด น าเลือดมาป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง Haematocrit 
24 (Hettich centifugen, Germany) ดว้ยความเร็ว 12,800 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที  เพื่อหาค่า 
haematocrit index โดยอ่านค่าจากสเกลในเคร่ือง  
 
5. กำรแยกเซลล์เม็ดเลอืดขำว 

การแยกเซลลเ์มด็เลือดขาวจากตบัของปลานิล  จากตบัโดยน าช้ินส่วนตบัไปแช่ใน  
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 6.4 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บดเน้ือเยือ่ของตบัผา่น nylon mesh 
ขนาดตา 100 ไมโครเมตร  แลว้น าเซลลท่ี์ไดไ้ปป่ันลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง ท่ีความเร็ว 2,500 รอบ เป็น
เวลา 5 นาที  จากนั้นปรับใหมี้ปริมาตร 1.0  มิลลิลิตร  นบัจ านวนเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดneutrophil, 
monocyte  และ macrophage โดยใช ้ hematocytometer (Neubauer Improved Birth-Line HBG, 
Germany) ส่วนท่ีเหลือเกบ็ไวส้ าหรับหาค่า phagocytic index  

 
6. กำรหำ % phagocyte และค่ำ Phagocytic index (PI) 

น าเซลลเ์มด็ขาวท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเติม Zymosan A   เขม้ขน้ 
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  เกบ็ท่ีไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไป smear บนสไลด ์ตวัอยา่งปลา 1 ตวัอยา่ง จะท า 3 ซ ้ า รอใหแ้หง้น าไปยอ้มดว้ย 
Wright’s Giemsa stain จากนั้นน าไปนบัจ านวนเซลลเ์มด็เลือดขาว  และจ านวนเซลลจ์บักิน  เพื่อหา 
% phagocyte ตามวิธีของ Scott and Klesius (1981) ดงัน้ี 
 

% Phagocyte =                                  จ  านวน Phagocytes                             x 100 
           จ านวนเซลลเ์มด็เลือดขาวทั้งหมด (200 เซลล)์ 
 
ส าหรับการหาค่า Phagocytic index จะนบัจ านวน Zymosan A ในเซลลจ์บักินแต่ละเซลล ์

จากจ านวนเซลลเ์มด็เลือดขาว 40 เซลล ์(Scott and Klesius, 1981) 
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Phagocytic index (PI)   =      จ านวนของ Zymosan A ท่ีถกูจบักินใน phagocytes  
    จ านวน phagocytes ท่ีจบักิน (40 เซลล)์ 

 
7. กำรเตรียมวคัซีนและแอนติเจน 

วคัซีนเตรียมจากเช้ือ S. agalactiae สายพนัธ์ุ KKU 02057 เล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Brain 
Heart Infusion Agar (BHIA) ท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น ามาเล้ียงเพิ่ม
จ านวนใน Brain Heart Infusion Broth (BHIB) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นน าเช้ือมาลา้งใน normal saline 3 คร้ัง น าไปท าใหห้มดฤทธ์ิท่ีอุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 15 นาที และทดสอบการเจริญของเช้ือโดยน ามาเล้ียงบน BHIA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับ
ความเขม้ขน้ของเช้ือเท่ากบั 1x108 เซลลต่์อมิลลิลิตร เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป    

ส าหรับการเตรียมแอนติเจนนั้นมีขั้นตอนเช่นเดียวกบัการเตรียมวคัซีน โดยใชค้วามเขม้ขน้
ของแบคทีเรียเท่ากบั 1 x 10 7 เซลลต่์อมิลลิลิตร (นิลุบล, 2534) 
 
8. กำรให้อำหำรผสมเบต้ำ-กลูแคนร่วมกบักำรให้วคัซีน 

ในการทดลองแบ่งปลานิลเป็น 4 กลุ่มทดลอง กลุ่มละ 3 ซ ้ า โดยมีจ านวนปลา 100 ตวัต่อซ ้า 
เล้ียงในบ่อซีเมนตข์นาด 1.5 x 2.0 x 0.6 เมตร กลุ่มทดลองท่ี 1 คือ กลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารปกติ 
กลุ่มทดลองท่ี 2 ไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนในอตัรา 200.0 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัอาหาร 1 
กิโลกรัม ร่วมกบัการใหว้คัซีน กลุ่มทดลองท่ี 3 ไดรั้บวคัซีนเพียงอยา่งเดียว และกลุ่มทดลองท่ี 4 ให้
เฉพาะอาหารผสมเบตา้-กลูแคนผสมอาหารเพียงอยา่งเดียวโดยใชเ้บตา้-กลูแคนในอตัรา 200.0 
มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัอาหาร 1 กิโลกรัม 

การใหว้คัซีนใหโ้ดยการฉีดเขา้ช่องทอ้งตวัละ 0.1 มิลลิลิตรต่อน ้าหนกัปลา 100  กรัม  
ส าหรับกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บวคัซีนฉีดดว้ย normal saline เขา้ช่องทอ้งปลาในอตัราส่วน 0.1 มิลลิลิตรต่อ
น ้าหนกัปลา 100  กรัม   ใหว้คัซีนคร้ังแรกหลงัใหเ้บตา้-กลูแคนเป็นเวลา 4 สัปดาห์  เจาะเลือดปลา
ทั้งหมดเพื่อตรวจวดัค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์หลงัฉีดวคัซีน 2 สปัดาห์  ใหว้คัซีนคร้ังท่ี 2 หลงัจากไดรั้บ
วคัซีนคร้ังแรกเป็นเวลา 3 สัปดาห์   

 
9. กำรหำค่ำแอนติบอดีไ้ตเตอร์  

การตรวจวดัค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์โดยวิธี Indirect agglutination โดยเจือจางซีร่ัมแบบ 
Two-fold dilution ใน normal saline ใหป้ริมาตรสุดทา้ยในแต่ละหลุมเท่ากบั 50 ไมโครลิตร แลว้
เติมแอนติเจนท่ีเตรียมไวห้ลุมละ 50 ไมโครลิตร ใหค้รบทุกหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง บนัทึกผลโดยเปรียบเทียบกบั negative control (นิลุบล, 2534)  
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10. กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

น าขอ้มูลค่า haematocrit index  ปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาว, % phagocyte, ค่า phagocytic 
index และค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์  มาวิเคราะห์โดยใชว้ิธีวเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
Variance) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียตามวิธีของ  Duncan’s Multiple Range Test ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป SAS Version 6.12 (Schotzhauer and 
Littell, 1997) 
 

ผลกำรวจิัย 
 

ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่ออตัรำกำรเจริญเติบโตของปลำนิล 
 จากการศึกษาอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของปลานิลท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนผสมอาหารใน
อตัราแตกต่าง คือ 100.0, 200.0 และ 300.0 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม เปรียบเทียบกลุ่มควบคุมท่ี
ไดรั้บอาหารปกติ พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของปลานิลท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนในอตัรา
ต่างๆไม่แตกต่างทางสถิติจากกลุ่มควบคุม โดยกลุ่มควบคุมมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเฉล่ียสูง
ท่ีสุดเท่ากบั 0.79 + 0.32 กรัมต่อวนั (P>0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
 

ตำรำงที่ 1  อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเฉล่ียของปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนท่ีอตัรา 
                  ต่างกนั (n=250)  

 
เบตา้-กลูแคน 

(มิลลิกรัม/อาหาร1 กิโลกรัม) 
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเฉล่ีย กรัม/วนั 

(Means + S.D.) 
กลุ่มควบคุม 

100.0 
200.0 
300.0 

0.79 + 0.32a 

0.80 + 0.15a 

0.81 +0.29a 

0.81 + 0.11a 
 หมำยเหตุ  ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพเ์ลก็ท่ีเหมือนกนัในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
(P>0.05) 
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ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกนัแบบไม่จ ำเพำะของปลำนิล 
 

1. ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อค่ำ Haematocrit index (HI) ของปลำนิล 
 การศึกษาผลของไคโตซานในอตัราแตกต่างกนัต่อค่า Haematocrit index (HI) ของปลานิล 
พบวา่ค่า HI ของปลานิลมีค่าเพิ่มข้ึนตามอตัราการใหท่ี้เพิม่ข้ึนเบตา้-กลูแคนโดยปลานิลกลุ่มท่ี
ไดรั้บไคโตซานในอตัรา 200.0 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีค่า haematocrit index สูงท่ีสุด แต่
ไม่แตกต่างทางสถิติกบัปลานิลกลุ่มอ่ืนท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนและกลุ่มควบคุม (P>0.05)  
 
ตำรำงที่ 2 ค่า HI ของปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนในอตัราต่างๆ เป็นเวลา 12 สปัดาห์  

 

  เบตา้-กลูแคน (มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) ค่า  Hematocrit Index (%, Means + SD) 

 
กลุ่มควบคุม 48.54+3.47a 

 
100.0 47.90+2.89a 

 
200.0 49.46 +4.26a 

  300.0 48.34+3.70a 
หมำยเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
 

2. ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อปริมำณเซลล์เม็ดเลอืดขำวของปลำนิล 
 การศึกษาผลของเบตา้-กลูแคนในอตัราท่ีต่างกนัต่อปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาวของปลานิล 
จากการทดลองพบว่าปริมาณเซลลเ์ม็ดเลือดขาวของปลานิลทุกกลุ่มทดลองมีค่าเพิ่มข้ึนตามอตัรา
การใหท่ี้เพิ่มข้ึนของเบตา้-กลูแคน โดยปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาวต่อน ้ าหนกัตบั 1  กรัม ของปลานิล
กลุ่มท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคน ในอตัรา 300.0 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีปริมาณเซลลเ์ม็ดเลือด
ขาวสูงท่ีสุดแตกต่างกบักลุ่มท่ีมีจ านวนเซลลเ์มด็เลือดขาวรองลงมา คือกลุ่มท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนใน
อตัรา 100.0 และ 200.0 กรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม และกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) ดงั
แสดงในตารางท่ี 3 
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ตำรำงที่ 3 ปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาวของปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนท่ีอตัราต่างๆ เป็น
เวลา 12 สัปดาห์ 
 

  เบตา้-กลูแคน (มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) Leukocytes no./ตบั 100 กรัม (Means + SD) 

  กลุ่มควบคุม 458.98+3.48d 

  100.0 743.80+3.92c 

  200.0 861.13+3.80b 

  300.0 985.63+3.48a 
หมำยเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
 

3. ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อ % phagocyte ของปลำนิล 
การศึกษาผลของเบตา้-กลูแคนในอตัราต่างกนัต่อ % phagocyte ของปลานิล ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4  พบวา่ปลานิลกลุ่มท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนในอตัรา 200.0 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม % 
phagocyte สูงท่ีสุดแตกต่างกบักลุ่มท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนในอตัรา 100.0 มิลลิกรัมกรัมต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม (P<0.05) แต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนในอตัรา 300.0 มิลลิกรัมกรัมต่อ
อาหาร 1 กิโลกรัมและ % phagocyte ของปลานิลทุกกลุ่มทดลองสูงกวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั 
(P<0.05) 

 
ตำรำงที่ 4  % phagocyte ของปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนท่ีอตัราต่างๆ เป็นเวลา 12  
                  สัปดาห์ 
 

  เบตา้-กลูแคน (มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) % Phagocyte (Means + SD) 

 
กลุ่มควบคุม 19.28+1.07c 

 
100.0 30.13+1.20b 

 
200.0 36.15+1.28a 

  300.0 35.67+1.04a 
หมำยเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
 

4. ผลของเบต้ำ-กลูแคนต่อค่ำ Phagocytic index (PI) ของปลำนิล 
 จากการศึกษาผลของเบตา้-กลูแคนในอตัราท่ีแตกต่างกนัต่อค่า PI (ตารางท่ี 5) พบวา่ปลาท่ี
ไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนในอตัรา 200.0 มิลลิกรัมต่ออาหาร 1 กิโลกรัม มีค่า PI สูงท่ีสุด
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แตกต่างกบักลุ่มท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนในอตัรา 100.0 และ 300.0 กรัมต่ออาหาร 1 
กิโลกรัม และกลุ่มควบคุมทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05)  
 
ตำรำงที่ 5 ค่า PI ของปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนท่ีอตัราต่างๆ เป็นเวลา 12 สปัดาห์ 
 

เบตา้-กลูแคน (มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม) Phagocytic Index (Means + SD) 

กลุ่มควบคุม 3.48+0.05d 

100.0 3.73+0.04b 

200.0 5.03+0.04b 

300.0 4.36+0.05a 
หมำยเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 

 
 ผลของกำรใช้เบต้ำ-กลูแคนร่วมกบัวคัซีนต่อกำรสร้ำงแอนติบอดีข้องปลำนิล 

จากตารางท่ี 6 เม่ือตรวจวดัค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์หลงัจากท่ีฉีดวคัซีนคร้ังท่ี 1 เป็นเวลา 2 
สัปดาห์ พบวา่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนร่วมกบัการใหว้คัซีนมีค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์
เฉล่ียสูงท่ีสุด แตกต่างกนัทางสถิติกบัทุกกลุ่มทดลอง (P< 0.05)  ค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เฉล่ียของ
กลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะอาหารผสมเบตา้-กลูแคนสูงกวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) 
แต่ในการวดัหาค่าค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เฉล่ียคร้ังท่ี 2 กลุ่มทดลองเสียหายเน่ืองจากปัญหาระบบน ้า
ขดัขอ้งในระหวา่งการทดลองท าใหไ้ม่สามารถหาค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เฉล่ียได ้

 
ตำรำงที่ 6  ค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เฉล่ียของปลานิลแต่ละกลุ่มทดลองภายหลงัการไดรั้บเบตา้-  
                 กล ูแคนร่วมกบัการไดรั้บวคัซีนคร้ังท่ี 1 และคร้ังท่ี 2 (n=50) 
 

กลุ่มทดลอง Antibody titer (Means + S.D.) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

กลุ่มควบคุม 
เบตา้-กลูแคน 
วคัซีน 
เบตา้-กลูแคน + วคัซีน 

2.26 + 0.12d 

8.21  + 1.75c 

24.13 + 1.56b 

44.16 + 3.90a 

  ND* 
ND 
ND 

ND 
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หมำยเหตุ  การวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าแอนติบอด้ีไตเตอร์เฉล่ียเป็นการทดสอบทางสถิติโดย
ใชค่้า log transformation และตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
(P>0.05)  

    * ND ไม่สามารถตรวจหาค่าได ้
 

สรุปและอภิปรำยผล 
 

 จากผลการศึกษาพบวา่เบตา้-กลูแคนไม่มีผลต่อการอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะและค่า HI
ของปลานิล ถึงแมป้ลานิลท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนผสมอาหารในอตัรา 200.0 มิลลิกรัม/อาหาร 1
กิโลกรัม จะมีอตัราการเจริญเติบโตและค่า HI สูงท่ีสุดในกลุ่มทดลอง ซ่ึงต่างจากการศึกษาของ 
Whittington et al. (2005) ท่ีไดท้  าการศึกษาในปลานิลพบวา่ปลานิลท่ีใหอ้าหารผสมเบตา้-กลูแคน
ในอตัรา 200 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 10 สปัดาห์ มีผลท าใหน้ ้ าหนกัลดลงกวา่ปลานิล
ท่ีไดรั้บเบตา้-กลูแคนผสมอาหารในอตัรา 50 และ 100 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม แต่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งชดัเจนในทางสถิติ Lim (1989) รายงานวา่ถึงแมป้ลานิลจะไม่สามารถยอ่ยอาหารท่ี
มีเส้นใยสูงไดดี้ แต่สามารถใชค้าร์โบไฮเดรตท่ีมีองคป์ระกอบซบัซอ้นเป็นแหล่งพลงังานได ้ดงันั้น
ระดบัของเบตา้-กลูแคนท่ีใชจึ้งไม่น่าจะมีผลต่อการยอ่ยและการดูดซึมอาหารของปลานิล  
 

ผลของการใหเ้บตา้-กลูแคนผสมอาหารในอตัราต่างๆ ต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัแบบ
ไม่จ าเพาะนั้น พบวา่ปริมาณเซลลเ์มด็เลือดขาว  % phagocyte และค่า PI ของปลานิลพบวา่การให้
เบตา้-กลูแคนผสมอาหารมีแนวโนม้ท าใหค่้าดงักล่าวเพิม่สูงข้ึน โดยปลานิลท่ีไดรั้บอาหารผสม
เบตา้-กลูแคนในอตัรา 200.0 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ใหผ้ลสูงท่ีสุด ซ่ึง Duncan and Klesius 
(1996) รายงานวา่เบตา้-กลูแคนช่วยกระตุน้การท างานของมาโครฟาจและการเคล่ือนท่ีของนิวโทร
ฟิลเพื่อไปจบักินส่ิงแปลกปลอมในปลา channel catfish นอกจากนั้น เบตา้-กลูแคนยงัช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการท างานของไลโซไซมใ์นปลา rainbow trout (Engstad et al., 1992) แต่จากผล
การศึกษาพบวา่การไดรั้บเบตา้-กลูแคนสูงกวา่ 200.0 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีแนวโนม้ท าให้
ค่า % phagocyte และค่า PI ของปลานิลลดลง ซ่ึง Anderson (1992) และ Couso et al. (2003) 
รายงานวา่การไดรั้บเบตา้-กลูแคนในระดบัสูงเป็นเวลานานจะมีผลในเชิงลบต่อความตา้นทานโรค
ในปลาได ้ 

 
จากผลการศึกษาพบวา่เบตา้-กลแูคนมีผลต่อการสร้างแอนติบอด้ีในเชิงบวก โดยกลุ่มท่ี

ไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคนร่วมกบัการใหว้คัซีนมีค่าเฉล่ียแอนติบอด้ีไตเตอร์สูงท่ีสุด รองลงมา
คือกลุ่มท่ีไดรั้บวคัซีน กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารผสมเบตา้-กลูแคน และกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารปกติ 
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ตามล าดบั สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Chen and Ainsworth (1992) ซ่ึงท าการศึกษาในปลา 
channel catfish พบวา่เบตา้-กลูแคนช่วยเพิม่การสร้างแอนติบอด้ี 
 อยา่งไรกต็าม การน าเบตา้-กลูแคนมาใชเ้ป็นสารเสริมภูมิคุม้กนัในสตัวน์ ้ ายงัมีขอ้จ ากดั
เน่ืองจากเบตา้-กลูแคนมีราคาค่อนขา้งสูง ท าใหต้น้ทุนการผลิตสตัวน์ ้ าสูงข้ึนตามไปดว้ย ซ่ึงในกรณี
น้ีเกษตรกรผูเ้ล้ียงสตัวน์ ้ าอาจตอ้งค านึงถึงมูลค่าของสตัวน์ ้ าเพื่อใหคุ้ม้ต่อการลงทุนดว้ยเช่นกนั 
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