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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการเสริมไคโตแซน (chitosan) และเลวามิโซล (levamisole) ใน

อาหารต่อการเจริญเติบโต ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ และความต้านทานโรคของปลานิลที่เลี้ยงในกระชังบ่อดิน โดยให้
ปลาทดลองได้รับอาหารผสม chitosan และ levamisole ที่ระดับต่าง ๆ กัน ผลการศึกษาพบว่าการให้อาหารผสม 
chitosan ที่ระดับ 1 % และ levamisole ที่ระดับ 250 mg/kg อาหาร ต่อเนื่องกันเป็นเวลา 12 สัปดาห์ มีผลในการ
กระตุ้นการเจริญเติบโต และลดอัตราการแลกเนื้อของปลานิล นอกจากนี้ chitosan และ levamisole ยังมีผลใน
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ โดยเฉพาะ lysozyme activity และ natural haemolytic complement 
activity ของปลานิลอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งสัมพันธ์กับอัตราการรอดที่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม หลังการชัก
น าให้มีการติดเช้ือ Streptococcus agalactiae ผลการศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าการเสริม chitosan ที่ระดับ 1 % 
และ levamisole ที่ระดับ 250 mg/kg ในอาหารมีผลท าให้ปลานิลมีการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นและสามารถเพิ่มความ
ต้านทานต่อการติดเชื้อ Streptococcus agalactiae ในปลานิล
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Abstract 
This experiment aimed to study the effects of dietary supplementation of chitosan and 

levamisole on the growth performance, non-specific immune responses and disease resistance of 
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Nile tilapia in earthen-pond cage culture. Fish were divided into 4 groups before being fed for 12 
weeks with unsupplemented commercial diet as the control, 1% of chitosan, 250 mg/kg feed of 
levamisole and 1 % chitosan plus 250 mg/kg feed of levamisole. Results showed dietary 
supplementation of chitosan and levamisole enhanced the growth with better feed conversion 
ratio of all treated fish significantly. Lysozyme and complement activity were significantly enhanced 
in fish fed with 1 % of chitosan, 250 mg/kg levamisole and 1% chitosan plus 250 mg/kg diet, in 
correlation with higher survival rate of experimental fish challenged with Streptococcus agalactiae, 
compared to the control. These results suggest that administration of 1 % chitosan or 250 mg/kg 
feed of levamisole in the diet can enhance growth performance and improve resistance of Nile 
tilapia to Streptococcus agalactiae. 
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1. บทน า
ปลานิลเป็นหนึ่งในปลาน้ าจืดที่เป็นที่นิยมของ

ผู้บริโภค เป็นปลาที่เจริญเติบโตเร็ว เลี้ยงง่าย และ
สามารถทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงได้
เป็นอย่างดี  ส่งผลให้การเพาะเลี้ยงปลานิลมีการ
ขยายตัวไปในทุกพื้นที่ของประเทศอย่างรวดเร็ว มี
รายงานว่าปลานิลเป็นปลาน้ าจืดจากการเพาะเลี้ยงที่มี
ปริมาณการผลิตสูงสุดตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 และตั้งแต่ปี 
พ.ศ. 2546 เป็นต้นมา การเพาะเลี้ยงปลานิลได้มีการ
ขยายตัวอย่างรวดเร็ว และมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ โดย
พบว่าในปี พ.ศ. 2551 มีปริมาณผลผลิตปลานิลจาก
การเพาะเลี้ยงสูงถึง 195,900 ตัน เพิ่มขึ้นจากปี พ.ศ. 
2546 ร้อยละ 99 และมีมูลค่าผลผลิตปลานิลสูงถึง 
5,770 ล้านบาท โดยเพิ่มขึ้นจากปี พ.ศ. 2546 ถึงร้อย
ละ 110 [1] ผู้ประกอบการมีการเพิ่มผลผลิตต่อหน่วย
พื้นที่ และพัฒนารูปแบบการเลี้ยงเป็นแบบหนาแน่น
มากขึ้น ซึ่งการเลี้ยงปลาแบบหนาแน่นมักส่งผลต่อ
สภาพแวดล้อมภายในบ่อเลี้ยง และความเครียดของ
ปลา น าไปสู่อุบัติการณ์ของโรคที่มีความรุนแรงมากขึ้น 
โดยเฉพาะโรค Streptococcosis ซึ่ งมีสาเหตุจาก

แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae เป็นโรคที่มี
ความรุนแรงและก่อให้เกิดอัตราการตายค่อนข้างสูงใน 
ปลานิลที่ติดเช้ือ ส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงปลานิลในวงกว้าง [2,3] และเมื่อเกิดปัญหา
ด้านโรค เกษตรกรมักจะใช้ยาปฏิชีวนะในการควบคุม
โรค น าไปสู่ปัญหาการตกค้างของยาในเนื้อปลาและ
การดื้อยาของแบคทีเรียตามมา การลดการใช้สารเคมี
และยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงปลา โดยหันมาใช้วิธีการ
กระตุ้นเพื่อเสริมสร้างภูมิคุ้มกันในปลา จึงเป็นอีก
แนวทางในการจัดการสุขภาพสัตว์น้ าที่ได้รับการ
ยอมรับ ปัจจุบันมีสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลายชนิดที่มี
ประสิทธิภาพสูงและมีการประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยง
สัตว์น้ า ทั้งที่เป็นสารธรรมชาติและสารสังเคราะห์ อาทิ 
levamisole, β-glucan, peptidoglycan, chitin, 
chitosan, vitamin อย่างไรก็ตาม การใช้สารกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันแต่ละชนิดจ าเป็นจะต้องมีการศึกษาถึง
ประสิทธิภาพ กลไกการออกฤทธิ์  และปริมาณที่
เหมาะสมกับสัตว์น้ าแต่ละชนิดด้วย งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของไคโตแซน (chitosan) 
และเลวามิโซล (levamisole) ที่ผสมในอาหารต่อการ
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เจริญเติบโต ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ และความ
ต้านทานต่อโรค Streptococcosis ในปลานิลที่เลี้ยง
ในกระชังบ่อดิน 

ไคโตแซนเป็นโพลิ เมอร์ธรรมชาติ  ( linear 
polysaccharide) ซึ่งประกอบด้วย β-(1-4)-linked D-
glucosamine แ ล ะ  N-acetyl-D-glucosamine ซึ่ ง
เป็นผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ deacetylation 
ของไคติน (chitin) โดยไคตินเป็นสารประกอบที่พบได้
ทั่วไปในเปลือกกุ้ง กระดองปู เปลือกแมลง และรา    
ไคโตแซนเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีการผลิตเพื่อการค้าและมี
การน ามาประยุกต์ใช้อย่างหลากหลาย ทั้ง ในทาง
การแพทย์ เกษตรกรรม และอุตสาหกรรม รวมถึงมีการ
น า chitosan มาประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
โดยเฉพาะการใช้เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลาหลาย
ชนิด [4] 

เลวามิโซลเป็นสารสังเคราะห์ชนิด phenylimi-
dazolthiazole {(S)-6-Phenyl-2,3,5,6-tetrahydro-
imidazo[2,1-b][1,3]thiazole} ภายใต้ช่ือทางการค้า 
Ergamisol (R12564) มีฤทธิ์ในการท าลายพยาธิตัว
กลม โดยมีการน ามาใช้เป็นยาถ่ายพยาธิในกระเพาะ
อาหารล าไส้และปอดอย่างกว้างขวาง ทั้งในคนและใน
วงการสัตวแพทย์ ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1965 [5] โดยมีฤทธิ์ใน
การขัดขวางการท างานของสารสื่อประสาทของพยาธิ 
มีรายงานพบ levamisole เป็นยาชนิดแรกที่มีสมบัติ
ในการกระตุ้นการตอบสนองของเซลล์แมคโครฟาจ 
(macrophage) และ T-lymphocyte ของสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนมทั้งในสภาวะปกติ [6] และในภาวะที่ร่างกาย
มีภูมิต้านทานต่ า  [7] จึงมีการน า levamisole มา
ประยุกต์เป็นสารกระตุ้นภูมคิุ้มกันในสัตว์น้ า โดยเฉพาะ
ในปลา ซึ่งพบว่า levamisole มีศักยภาพสูงในการ
น ามาใช้เป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลา โดยเฉพาะ
การกระตุ้นการท างานของ T-lymphocyte และ
กระบวนการ phagocytosis [8,9] 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สัตว์ทดลองและการวางแผนการทดลอง  

วางแผนการทดลองแบบสุ่ มสมบู รณ์  
(completely randomized design, CRD) โ ด ย น า
ปลานิลเพศผู้ (Oreochromis niloticus) น้ าหนักตัว
เริ่มต้นประมาณ 10 กรัม ซึ่งได้จากการเพาะพันธุ์จาก
ฟาร์มในจังหวัดพัทลุง มาปล่อยลงเลี้ยงในกระชังขนาด 
3 x 4 x 2 เมตร ในบ่อดิน กระชังละ 100 ตัว จ านวน 12 
กระชัง ให้อาหารปกติ (basal diet) ซึ่งเป็นอาหาร
ส าหรับปลากินพืชซึ่งผลิตขึ้นเอง โดยมีระดับโปรตีน 
ไขมัน ความช้ืน และเถ้า 30, 12, 7 และ 14 % ตาม 
ล าดับ เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพื่อให้ปลาคุ้นเคยกับสภาพ
การเลี้ยงในกระชัง หลังจากนั้นเริ่มให้อาหารซึ่งเป็น
อาหารสูตรเดียวกับ basal diet ที่ผสม chitosan 
(commercial food grade) แ ล ะ  Levamisole 
hydrochloride (Sigma, USA) ที่ระดับต่าง ๆ  โดยแบ่ง
การทดลองออกเป็น 4 ชุดการทดลอง ชุดการทดลอง
ละ 3 ซ้ า ประกอบด้วย ชุดที่ 1 (T1) เป็นชุดควบคุม ให้
อาหารปกติ (basal diet) ชุดที่ 2 (T2) ให้อาหารผสม 
chitosan ที่ระดับ 1 % ชุดที่ 3 (T3)  ให้อาหารผสม 
levamisole ที่ ร ะดั บ  250 mg/kg ชุ ดที่  4 (T4) ให้
อาหารผสม chitosan 1 % ร่วมกับ levamisole 250 
mg/kg 

ให้อาหารปลาวันละ 2 ครั้ง ปริมาณ 3-5 % 
ของน้ าหนักตัวต่อวัน และเก็บข้อมูลปริมาณอาหารที่
ปลากินต่อเนื่องเป็นเวลา 12 สัปดาห์ เมื่อครบก าหนด 
น าปลาทดลองมาช่ังน้ าหนัก วิเคราะห์การเจริญเติบโต 
และอัตราการรอด แล้วสุ่มเก็บตัวอย่างปลาแต่ละซ้ าใน
แต่ละชุดการทดลอง จ านวน 30 ตัว เพื่อตรวจวิเคราะห์
ค่าปัจจัยภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ และน าปลาจากแต่
ละซ้ าในแต่ละชุดการทดลอง จ านวน 30 ตัว มาทดสอบ
ความต้ านทานโรค  โดย ชักน า ให้มี การติ ด เ ช้ือ 
Streptococcus agalactiae โดยวิธีการแช่  
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2.2 การวิเคราะห์การเจริญเติบโต  
วัดค่าอัตราการเจริญเติบโตของปลาใน   

แต่ละชุดการทดลอง ซึ่งประกอบด้วยน้ าหนักเริ่มต้น 
(initial weight, g) น้ าหนักสุดท้าย (final weight, g) 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate, 
SGR, % day-1) อัตราการแลกเนื้อ (feed conversion 
ratio, FCR) และอัตราการรอด (survival rate, %)   

2.3 การวิเคราะห์ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ 
 น าปลาจากแต่ละชุดการทดลองมาสลบ

ด้วยสารละลาย ethyl 3-aminobenzoate methane 
sulfonate ห รื อ  MS-222 (Sigma-Aldrich) ค ว า ม
เข้มข้น 100 ppm ช่ังน้ าหนัก แล้วเก็บเลือดปลาตัวละ
ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร (น้ าหนักปลาหลังสิ้นสุดการ
ทดลองอยู่ระหว่าง 70-100 กรัมต่อตัว) โดยใช้เข็ม
ขนาด 25G และหลอดฉีดยาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่ง
หล่อภายในด้วยเฮพาริน (5 mg/mL) เพื่อป้องกันเลือด
แข็งตัว โดยเจาะจากเส้นเลือดบริเวณโคนหางของปลา 
แล้วน าเลือดไปวิ เคราะห์ nitroblue tetrazolium 
assay (NBT reduction) ทันที ส่วนเลือดที่เหลือทิ้งไว้
ให้แข็งตัว แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
แยกส่วนของน้ าเลือดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ  -20 องศา
เซลเซียส ส าหรับวิเคราะห์ lysozyme activity และ 
natural haemolytic complement activity ต่อไป 

2.3.1 nitroblue tetrazolium assay (NBT 
reduction) 

NBT reduction เป็นวิธีการตรวจวัด
ผลผลิตจากการหายใจระดับเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือด
ข า ว  (respiratory burst of phagocytic cell) ก า ร
วิเคราะห์ NBT reduction ใช้วิธีการของ Secombes 
[10] และ Stasiak และ Bauman [11] โดยใช้เลือด
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมของ microtitre 
plate ซึ่งมีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (acid 

citrate dextrose, ACD) ปริ ม าตร  30 ไ ม โครลิตร 
บรรจุอยู่แล้ว ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อให้เซลล์เม็ดเลือดเกาะกับพื้นผิวก้น
หลุ ม  ดู ดส ารละลายส่ วน ใสทิ้ ง  ล้ า ง เ ซลล์ด้ วย 
phosphate buffer saline (PBS, pH 7.2) เ ติ ม  0.2 
% NBT ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นตรึง (fix) 
เซลล์ เม็ด เลือดโดยการเติ มสารละลาย 100 % 
methanol ลงไป ท้ิงไว้ 2-3 นาที แล้วล้างด้วย 70 % 
methanol ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นเติมสารละลาย 2N 
KOH ป ริ ม า ต ร  60 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  แ ล ะ  dimethyl 
sulphoxide (DMSO) ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ลงใน
แต่ละหลุม เพื่อละลาย formazan วัดค่าดูดกลืนแสง
ของสารละลายสีฟ้าที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร 
ด้วย ELISA reader 

2.3.2 lysozyme activity assay 
lysozyme activity assay เป็นการวัด

ความว่องไวของปฏิกิริยาของ lysozyme ในน้ าเลือด
ในการท าลายผนัง เซลล์แบคทีเรียแกรมบวก ตาม
วิธีการซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Parry และคณะ (1965) 
[12] โ ด ย เ ต รี ย ม ส า ร ละ ล า ย เ ช้ื อ  Micrococcus 
lysodeikticus (Sigma) ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในสารละลาย sodium phosphate buffer, 
pH 6 เติมน้ าเลือดของปลาลงใน microtitre plate 
ปริมาตรหลุมละ 10 ไมโครลิตร  จากนั้นจึ ง เติม
สารละลายเช้ือ Micrococcus lysodeikticus ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม ตรวจสอบการ
เกิดปฏิกิริยาโดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ความยาว
คลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้ ELISA reader หลังจาก
บ่มที่ อุณหภูมิห้องภายในเวลา 0.5 ถึ ง  6.5 นาที  
ค านวณหน่วยของ lysozyme activity โดยหนึ่งหน่วย 
ของปฏิกิริยา คือ ปริมาณของเอนไซม์ที่ท าให้ค่าดูดกลนื 
แสงลดลง 0.001 ต่อนาที 
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2.3.3 natural haemolytic comple-
ment activity 

natural haemolytic complement 
activity เป็นการวิ เ คราะห์กิ จกรรมของโปรตีน 
complement ในน้ า เลื อด  (alternative comple-
ment pathway) ในการย่อยสลายเซลล์เม็ดเลือดแดง
ขอ ง ไ ก่  ( chicken red blood cells, ChRBC) ต า ม
วิธีการของ Ortuno และคณะ (1998) [13] โดยเจือ
จางซีรัมตัวอย่างลงทีละ 2 เท่า ด้วยสารละลาย PBS 
เริ่มต้นด้วยการเติมซีรัมที่ไม่ได้เจือจางปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในหลุมแรกของ microtitre plate แล้ว
ตามด้วยการเติมซีรัมปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน
หลุมที่มี  PBS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม 3 % 
ChRBC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม ซึ่ง
จะท าให้ซีรัมในแต่ละหลุมมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 และ 0.78125 % 
ตามล าดับ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นน า microtiter plate มาหมุนเหวี่ยงท่ีความเรว็ 
500 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อให้เซลล์เม็ดเลือดแดงตกตะกอน ดูดสารละลาย
ส่วนใสในแต่ละหลุมออก น ามาเติมลงใน microtiter 
plate อันใหม่ หาปริมาณฮีโมโกลบินในสารละลายสว่น
ใสซึ่งเกิดจากการแตกของเซลล์เม็ดเลือดแดงโดยวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

ค่าการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงสูงสุดวัดได้
จากการเติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไปใน
หลุมที่มี ChRBC 100 ไมโครลิตร จากนั้นสร้างกราฟ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การแตกตัวของ
เม็ดเลือดแดง (เปรียบเทียบกับค่าการแตกตัวของเม็ด
เลือดแดงสูงสุด) กับส่วนกลับของสัดส่วนการเจือจาง
ซีรัมโดยใช้สเกล Log10 - Log10 เพื่อหาสัดส่วนการ
เจือจางของซีรัมที่สามารถท าให้เม็ดเลือดแดงแตก 50 
เปอร์เซ็นต์ (alternative complement pathway  

hemolytic activity, ACH50)  
2.4 การทดสอบความต้านทานโรค  

สุ่มปลาทดลองแต่ละซ้ าในแต่ละชุดการ
ทดลอง จ านวน 30 ตัว จากกระชัง มาทดสอบความ
ต้านทานโรคโดยการชักน าให้เกิดการติดเช้ือแบคทีเรีย 
Streptococcus agalactiae โดยวิธีการแช่เชื้อภายใต้
สภาพการเลี้ยงแบบหนาแน่นในตู้กระจกซึ่งมีปริมาตร
น้ า 30 ลิตร (ตู้ละ 10 ตัว) โดยใช้เช้ือ Streptococcus 
agalactiae บริสุทธิ์ที่แยกได้จากปลานิลซึ่งเลี้ยงบน
อาหาร tryptic soy agar (TSA) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง
มาเตรียมเป็นสารละลายเช้ือด้วยน้ าเกลือ (0.85 % 
NaCl) ให้มีระดับความเข้มข้นของเช้ือประมาณ 108 
CFU/mL โดยเทียบความขุ่นของสารละลายเช้ือกับ 
McFarland standard No. 0.5 เติมสารละลายเช้ือลง
ในตู้ปลาครั้งเดียว แล้วบันทึกอัตราการตายของปลา
ทดลองหลังจากการชักน าให้มีการติดเช้ือภายในเวลา 
10 วัน ยืนยันการติดเช้ือ Streptococcus agalactiae 
ของปลาที่ตายโดยการแยกเช้ือจากสมองเพาะเลี้ยงบน
อาหาร TSA สังเกตลักษณะของโคโลนีสีขาวขนาดเล็ก
ที่เจริญบนอาหาร 

2.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ  
การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ย

ของค่าการเจริญเติบโต อัตราการรอด ปัจจัยด้าน
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ และความต้านทานโรคของ
ปลาในแต่ละชุดการทดลอง โดยใช้การวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางเดียว (one way analysis of variance, 
ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan's 
new multiple range test (MRT) ที่ ร ะ ดั บ คว าม
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 0.05) 
 

3. ผลการวิจัย 
การทดลองเลี้ยงปลานิลในกระชังบ่อดินด้วย

อาหารที่มีระดับโปรตีน 30 % ซึ่งผสม chitosan และ 
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levamisole ที่ระดับต่าง ๆ เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
พบว่าปลานิลกลุ่มที่ได้รับอาหารผสม chitosan ที่
ร ะดับ  1 % (T2) levamisole ที่ ร ะดับ  250 mg/kg 
อาหาร (T3) และ chitosan ร่วมกับ levamisole (T4) 
มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth 
rate) (เปอร์เซ็นต์ต่อวัน) สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญ ในขณะที่ไม่มีความแตกต่างของอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะภายในกลุ่มปลานิลที่ได้รับอาหาร
ผสม chitosan และ levamisole (T2, T3 และ T4) 
และปลาในชุดการทดลอง T2, T3 และ T4 มีอัตราการ

แลกเนื้อ (FCR) ต่ ากว่าชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่ง
บ่งช้ีประสิทธิภาพในการใช้อาหารที่สูงกว่าของปลานิล
กลุ่มที่ได้รับอาหารผสม chitosan และ levamisole 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม อย่างไรก็ตาม พบว่า
ปลานิลในทุกชุดการทดลองมีอัตราการรอดตลอดการ
ทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (อัตราการรอด
อยู่ระหว่างร้อยละ 75.33-80.67) โดยอัตราการเจริญ 
เติบโตจ าเพาะ อัตราการแลกเนื้อ และอัตราการรอด
ของปลาทดลองแสดงไว้ในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1  ค่าเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate) อัตราการแลกเนื้อ (FCR) และอัตราการ

รอด (survival rate) ของปลานิลที่ได้รับอาหารทดลองเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
 

Treatment Specific growth rate (% day-1) FCR Survival rate (%) 
T1 2.66±0.10a  1.66±0.14a  75.33±1.15a 

T2 2.98±0.05b 1.27±0.04b 79.33±5.77a 
T3 2.96±0.06b 1.31±0.06b 76.66±5.03a 

T4 2.84±0.03b 1.41±0.06b 80.67±6.43a 
Values (mean±S.D.) followed by the different letters in the same column indicate significant 
differences at p < 0.05 
 

เมื่อสิ้นสุดการทดลองให้อาหาร เป็นเวลา 12 
สัปดาห์ เมื่อวิเคราะห์ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลา
ทดลองที่ได้รับอาหารผสม chitosan และ levamisole 
ที่ระดับต่าง ๆ กัน พบว่าปลานิลกลุ่มที่ได้รับอาหาร
ผสม  chitosan ที่ ร ะดั บ  1  % (T2)  กลุ่ มที่ ไ ด้ รั บ 
levamisole ที่ระดับ 250 mg/kg (T3) และกลุ่มที่
ได้รับ chitosan 1 % ร่วมกับ levamisole 250 mg/ 
kg (T4) มีค่า  lysozyme activity ซึ่ ง เป็นค่าความ
ว่องไวของปฏิกิริยาของ lysozyme ในน้ าเลือดในการ
ท าลายผนังเซลล์แบคทีเรีย และค่ากิจกรรมของโปรตีน 
complement ในน้ า เลื อด  (alternative comple-

ment activity) ในการย่อยสลายเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(ACH50) สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบ 
เทียบกับปลาในชุดควบคุม ในขณะที่ไม่มีความแตกต่าง
ของ lysozyme activity และ complement activity 
ภายในกลุ่มปลานิลที่ได้รับอาหารผสม chitosan และ 
levamisole (T2, T3 และ T4) นอกจากนี้ยังพบว่าทั้ง 
chitosan และ levamisole ไม่มีผลต่อการกระตุ้นการ
หายใจระดับเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดขาว (respiratory 
burst of phagocytic cell) ของปลานิล สังเกตจากคา่ 
NBT reduction (ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 630 นาโนเมตร) 
ที่ไม่แตกต่างกันในแต่ละชุดการทดลอง (ตารางที ่2) 
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ตารางที่ 2  ค่าเฉลี่ยของปัจจัยทางภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (NBT reduction, lysozyme activity และ natural 
haemolytic complement activity) ของปลานิลที่ได้รับอาหารทดลองเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 

 

Treatment 
NBT reduction 

(OD630) 
Lysozyme activity 

(units) 
Natural haemolytic complement 

activity (ACH50) 

T1 0.39±0.03a 1.45±0.31a 0.580±0.062a 
T2 0.38±0.01a 2.85±0.25b 2.287±0.173b 

T3 0.39±0.02a 2.46±0.99b 3.176±0.662b 

T4 0.38±0.01a 2.56±0.50b 2.637±0.468b 

Values (mean±S.D.) followed by the different letters in the same column indicate significant 
differences at p < 0.05 
 
ตารางที่ 3  อัตราการรอด (survival rate) ของปลา

ทดลองหลังได้รับการชักน าให้เกิดการติด
เ ช้ือ  Streptococcus agalactiae โดย
วิธีการแช่เป็นเวลา 10 วัน 

 

Treatment 
Survival rate after bacterial 

challenge (%)  
T1 58.06±3.73a 

T2 97.72±4.37b 
T3 97.77±5.18b 
T4 95.23±5.42b 

Values (mean±S.D.) followed by the different 
letters in the same column indicate significant 
differences at p < 0.05 
 

เมื่อน าปลาทดลองในแต่ละชุดการทดลอง
จ านวน 30 ตัว มาทดสอบความต้านทานโรคด้วยการ
แช่ในสารละลายเช้ือ Streptococcus agalactiae ที่
ระดับความเข้มข้น 108 CFU/mL เป็นเวลา 10 วัน ผล
การทดลองพบว่าปลานิลที่ได้รับอาหารผสม chitosan 
และ levamisole ทุกชุดการทดลองมีอัตราการรอด
จากการชักน าให้เกิดการติดเชื้อสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ 

(อัตราการรอดอยู่ระหว่าง 95.23-97.77 %) เมื่อเปรียบ 
เทียบกับปลาในชุดควบคุม ซึ่งมีอัตราการรอดเพียง 
58.06 % (ตารางที่ 3) 
 

4. วิจารณ์ 
การศึกษาผลของการเสริม chitosan และ 

levamisole ในอาหารต่อการเจริญเติบโต ผลการ
ทดลองช้ีให้เห็นว่าปลานิลที่ได้รับอาหารผสม chitosan 
ที่ระดับ 1 % และ levamisole ที่ระดับ 250 mg/kg 
อาหาร มีอัตราการเจริญเติบโต  (specific growth 
rate, SGR) สูง และมีอัตราการแลกเนื้อ (FCR) ต่ าเมื่อ
เปรียบเทียบกับปลาในกลุ่มควบคุม แม้ว่าอัตราการ
เจริญเติบโต และอัตราการแลกเนื้อของปลาในกลุ่มที่
ไ ด้ รั บ  chitosan ร่ วมกับ  levamisole (T4) จะ ไม่
แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับ chitosan หรือ levamisole 
อย่ า ง ใดอย่ า งหนึ่ ง  ทั้ งนี้ มี ความเป็น ไปได้ ว่ าทั้ ง 
chitosan และ levamisole ในอาหารสามารถกระตุ้น
การหลั่ ง เอนไซม์ที่ เกี่ ยวข้องกับการย่อยอาหาร 
(digestive enzyme) ส่งผลต่อประสิทธิภาพการใช้
อาหารของปลา และน าไปสู่อัตราการเจริญเติบโตที่ดี
ขึ้น โดยมีรายงานการทดลองในปลา Mrigal carp 
(Cirrhinus mrigala) ยืนยันว่ าปลาทดลองที่ ได้ รับ
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อาหารผสม levamisole ในอัตรา 250 mg/kg เป็น
เวลา 60 วัน มีอัตราการเจริญเตบิโต อัตราการแลกเนือ้ 
และความสามารถในการย่อยโปรตีน (apparent 
protein digestibility) สูงขึ้น สัมพันธ์กับอัตราการ
เพิ่มขึ้นของกิจกรรมของเอนไซม์ในทางเดินอาหาร 
(intestinal enzyme activitie) [14] สอดคล้องกับ
รายงานการศึกษาในปลา tiger puffer (Takifugu 
rubripes) ที่พบว่าปลาทดลองที่ ได้รับอาหารผสม 
chitosan oligosaccharides (COS) ที่ระดับ 0.05, 0.1 
และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ มีอัตราการ
เจริญเติบโต intestinal-somatic index (VSI) สูงขึ้น
สัมพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์  protease และ 
lipase ในทางเดินอาหาร [15] นอกจากนี้ยังมีรายงาน
การศึกษาในสัตว์มีกระดูกสันหลงัอื่น ๆ ที่ช้ีให้เห็นความ 
สัมพันธ์ระหว่างการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพใน
การย่อยอาหารที่เป็นผลจากการกระตุ้นโดย chitosan 
อาทิ ในนก Red-billed leiothrix (Leiothrix lutea) 
พบว่า chitosan ที่ผสมในอาหารที่ระดับ 0.5 % มีผล
ต่อการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ trypsin และ 
chymotrypsin ในทางเดินอาหาร และเพิ่มอัตราการ
สลายสารอาหาร (metabolic rate) [16] สอดคล้อง
กับรายงานการศึกษาที่พบว่าลูกสุกรหย่านม (weaned 
pig) อายุ 35 วัน ที่ได้รับอาหารผสม chitosan ทีร่ะดบั 
100, 500, 1,000 และ 2,000 mg/kg อาหาร มีอัตรา
การเจริญเติบโต (average day growth) สูงขึ้นตาม
ระดับความเข้มข้นของ chitosan สัมพันธ์กับประสิทธิ 
ภาพการย่อยสารอาหารหลัก ได้แก่  dry matter, 
crude protein, แคลเซียม และฟอสฟอรัส  และ
กิจกรรมของเอนไซม์ amylase บริเวณ jejunum ของ
ล าไส้เล็กท่ีสูงขึ้น [17] อย่างไรก็ตาม ในการทดลองครั้ง
นี้พบว่าปลานิลที่ได้รับอาหารผสม chitosan และ 
levamisole มีอัตราการรอดตลอดระยะเวลา 12 
สัปดาห์ ของการทดลองอยู่ระหว่าง 76.66-80.67 %  

ซึ่งไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (75.33 %) 
โดยทั่วไป oxygen radical ในสัตว์จะมีบทบาท

ในการท าลายเซลล์แบคทีเรีย และความสามารถของ
เซลล์ macrophage ในการท าลายเซลล์สิ่ งแปลก 
ปลอมเป็นหนึ่งในกลไกส าคัญในการป้องกันการติดเช้ือ
ก่อโรคในปลา [18] อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองนี้
พบว่า NBT reduction ของปลานิลที่ได้รับอาหารผสม 
chitosan หรือ levamisole มีค่าไม่แตกต่างจากปลา
ในกลุ่มควบคุม จึงมีความเป็นไปได้ว่าทั้ง chitosan 
และ levamisole ไม่มีผลต่อการกระตุ้น neutrophil 
หรือ macrophage ของปลาทดลอง แต่จากการ
ทดลองของ Kumari และ Sahoo [19] พบว่าปลาดุก
ด้ า น  ( Clarias batrachus) ที่ ไ ด้ รั บ อ าหา รผสม 
levamisole มี ค่ า  repiratory burst (NBT) activity 
สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากน้ีจากการ
ทดลองในปลาไน (Cyprinus carpio) พบว่า respire-
tory burst activity ของ  phagocytic cell วั ดจาก
การลดลงของ NBT (NBT reduction) โดย intracell-
lular superoxide radicals ที่ผลิตจากเซลล์เม็ดเลือด
ขาวจะสัมพันธ์กับระดับของ levamisole ที่เพิ่มขึ้นใน
อาหาร และสูงสุดที่อาหารผสม levamisole ที่ระดับ 5 
% [18] 

ผลการทดลองช้ีให้เห็นว่าปลานิลที่ได้รับอาหาร
ผสม chitosan 1 % หรือ levamisole ที่ระดับ 250 
mg/kg มีระดับของ  lysozyme activity สูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งสัมพันธ์กับอัตราการ
รอดที่สูงขึ้นของปลานิลหลังจากถูกชักน าให้ติดเช้ือ 
Streptococcus agalactiae สอดคล้องกับรายงานที่
พบว่าความสามารถในการต้านทานต่อการติดเช้ือจาก
แบคทีเรียที่สูงขึ้นของปลา Atlantic salmon (Salmo 
salar L.) จะสัมพันธ์กับระดับของ lysozyme ในน้ า
เ ลื อ ด  phagocytic activity, bactericidal activity 
ของเม็ดเลือดขาวบริเวณไตส่วนหน้า [20] นอกจากนี้ 
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Cha และคณะ [21] ยังพบว่า lysozyme activity ใน
เมือกที่ผิวหนังของปลา Olive flounder (Paralich-
thys olivaceus) ที่ได้รับอาหารเคลือบ chitosan ที่
ระดับ 1 % มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบ 
เทียบกับปลากลุ่มที่ไม่ได้รับอาหารเคลือบ chitosan 
และ chitosan ในอาหารยังส่งผลต่อการกระตุ้น 
respiratory burst activity, myeloper-oxidase, 
lysozyme และค่าดัชนีอื่น  ๆ ในน้ า เลือดอีกด้วย 
โดยเฉพาะฮีโมโกลบิน unsaturated fatty acid (HDL) 
และ saturated fatty acid (LDL) ซึ่ งองค์ประกอบ
เหล่านี้เป็นดัชนีบ่งช้ีสุขภาพของปลาที่ส าคัญ สอดคล้อง
กับการทดลองในปลานิล (Oreochromis niloticus) 
ในประเทศอียิปต์ที่พบว่าปลาที่ ได้รับอาหารผสม 
levamisole ที่ระดับ 225 mg/kg อาหาร เป็นเวลา 3 
สัปดาห์ มีระดับความเข้มข้นของ lysozyme ในน้ า
เลือด และอัตราการรอดจากการชักน าให้ติดเ ช้ือ 
Aeromonas hydrophila โดยวิธีการฉีดเข้าช่องท้อง
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม [22] และใน
ท านองเดียวกัน ปลาไน (Cyprinus carpio) ที่ได้รับ
อาหารผสม chitosan ที่ระดับ 1 % และ levamisole 
ที่ระดับ 250 mg/kg อาหาร เป็นเวลา 45 และ 90 วัน 
จะมีอัตราการรอดเพิ่มสูงขึ้นหลังจากการชักน าให้ติด
เ ช้ือ Aeromonas hydrophila ซึ่ ง เป็นผลจากการ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของ chitosan และ 
levamisole [23] 

ผลการทดลองพบว่าค่ากิจกรรมของโปรตีน 
complement ในน้ าเลือด ในการย่อยสลายเซลล์เม็ด
เลือดแดงของปลาที่ได้รับ chitosan และ levamisole 
มีค่าสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม บ่งช้ีถึงความสามารถของ chitosan และ 
levamisole ในการกระตุ้นการหลั่งสารน้ าของเซลล์
เม็ดเลือดขาว โปรตีน complement ในน้ าเลือดปลา
เป็นองค์ประกอบส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่

จ าเพาะของปลา มีบทบาทในการท าลายเซลล์สิ่ ง
แปลกปลอม และเป็นสาร opsonin ซึ่งจะไปจับกับ
เซลล์สิ่งแปลกปลอมก่อนที่จะถูกท าลายโดย phago-
cytic cells ก า ร เ พิ่ ม ขึ้ น ข อ ง ค่ า  complement 
haemolytic activity ในน้ าเลือดปลาที่ได้รับอาหาร
ผสม chitosan และ levamisole จึงสัมพันธ์กับอัตรา
การรอดของปลาทดลองหลังจากถูกชักน าให้ติดเช้ือ 
Streptococcus agalactiae ด้วย 

มีรายงานพบว่าการผสม chitosan ในอาหาร
ร่วมกับสารชนิดอื่นให้ผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโต 
ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ และอัตรารอดจากการชักน า
ให้ติดเช้ือจากแบคทีเรียในปลาบางชนิดได้ดีกว่าการใช้ 
chitosan เพียงอย่างเดียว โดยพบว่าปลา cobia 
(Rachycentron canadum) ที่ได้รับอาหารผสมโปร
ไบโอติ ก  (Bacillus subtilis) ที่ ร ะดับ  1.0 กรั มต่ อ
กิโลกรัมอาหาร ร่วมกับ chitosan ที่ระดับ 6.0 กรัมต่อ
กิโลกรัมอาหาร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ จะมีอัตราการ
เจริญเติบโต ภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ (phagocytic 
activity และ respiratory burst activity) และอัตรา
การรอดจากการติดเชื้อ Vibrio harveyi เพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับ Bacillus 
subtilis ห รื อ  chitosan อย่ า ง ใ ดอย่ า งหนึ่ ง  [24] 
อย่างไรก็ตาม ผลจากการทดลองครั้งนี้ไม่พบการเสริม
ฤทธิ์กัน (synergistic effect) ระหว่าง chitosan และ 
levamisole 
  

5. สรุป 
ผลจากการทดลองบ่งช้ีว่า chitosan ที่ผสมใน

อาหารที่ระดับ 1 % และ levamisole ทีผ่สมในอาหาร
ที่ระดับ 250 mg/kg มีผลในการกระตุ้นการเจริญ 
เติบโตและภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะของปลานิลที่เลี้ยง
ในกระชังบ่อดินได้ อีกทั้ง chitosan และ levamisole 
สามารถเป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันที่มีประสิทธิภาพทั้ง
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ในด้านการกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ ซึ่งน าไปสู่
การเพิ่มความต้านทานโรคของปลานิลและกระตุ้นการ
เจริญเติบโตด้วย ผลจากการวิจัยนี้จะเป็นข้อมูลพื้นฐาน
ส าคัญในการประยุกต์ใช้สารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในการ
เลี้ยงปลานิลในกระชังอย่างเหมาะสม อันจะน าไปสู่การ
เพิ่มผลผลิตของการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าจืด และลดการ
พึ่งพายาปฏิชีวนะและสารเคมีในการจัดการสุขภาพ
สัตว์น้ า 
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