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แยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของปลากะพงขาว เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
สมบัติเปนโพรไบโอติก ดวยเทคนิค well agar diffusion  พบ 5 ไอโซเลต (กํ าหนดใหเปน LAB-1 - LAB-5)  
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Aeromonas hydrophila แบคทีเรียกอโรคในปลาได ผลการวิเคราะห
ปริมาณองคประกอบในอาหารผสมแบบเปยก พบวา ในอาหารมีปริมาณสารอาหารตางๆเพียงพอกับความ
ตองการของปลากะพงขาว ยกเวนปริมาณไขมันที่ตํ่ าเกินไป ความเขมขนของ A. hydrophila ทีท่ ําใหปลา
ตาย 50 เปอรเซ็นต(LC50) หลงัจากที่ปลาไดรับเชื้อแลว 72 ชัว่โมง มีคาเทากับ 7.76 log10 เซลล/มิลลิลิตร
และที่ 96 และ 120 ชั่วโมง มีคาเทากับ 7.47 และ 7.26 log10 เซลล/มิลลิลิตร ตามลํ าดับ น ําอาหารที่เตรียม
ไดไปเล้ียงปลากะพงขาวในตูกระจก โดยผสมอาหารกับแตละไอโซเลตทีค่ัดแยกไดใหมีความเขมขน 107

เซลล/กรัมอาหาร พบวา มีเพียง LAB-4 เทานั้น ที่มคีวามสามารถในการเสริมการเจริญเติบโตของปลาและ
ตานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila  ไดอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) เมือ่ท ําการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชัง
โดยใช LAB-4 ผสมในอาหารปลาโดยใชความเขมขน 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร   พบวา ทุกกลุม
ทดลองมีอัตราการรอดชีวิต  การเจรญิเติบโตและความสามารถในการตานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila
ไมแตกตางกันอยางมีนยัสํ าคัญ (p>0.05) สามารถตรวจพบ LAB-4 ในล ําไสของปลากะพงขาวทั้ง 2 กลุม
ทดลองและไมพบ LAB-4 ในกลุมควบคมุ ปลากะพงขาวที่ตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. 
hydrophila  แสดงวกิารของโรคอยางชัดเจนและสามารถตรวจพบ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อของปลาที่
ตายดวยเทคนิคทาง Immunohistochemistry พสูิจนเอกลักษณของ LAB-4 ดวยการตรวจสอบรูปราง 
ลักษณะ ปริมาณกรดแลกติกดวยเทคนิค HPLC และสมบัติบางประการทางชีวเคมี รวมทัง้การหาลํ าดับนิว
คลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA เพื่อใชเทยีบเคียงกบัลํ าดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของ Weissella 
confusa ทีม่รีายงานใน Genbank พบวา ลํ าดับนิวคลีโอไทดของ LAB-4 มคีวามใกลเคียงกับ Weissella 
sp.
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Lactic acid bacteria were screened from gastrointestinal tract (GI tract) of white 
seabass in order to investigate the possibility of being probiotics. Using well agar diffusion 
technique, five isolates(designated as LAB-1 – LAB-5) were found and could inhibit 
Aeromonas hydrophila, a causative agent in white seabass in vitro. Proximate analysis of 
prepared fish feed reached the nutrient requirement for white seabass growth, only lipid  
was low. Median lethal concentration(LC50) of A. hydrophila in white seabass were tested at 
7.76, 7.47 and 7.26 log10 cells/ml for 72, 96 and 120 hours, respectively. Culturing white 
seabass in aquarium with individual LAB at the concentration of 107 cells/g feed were tested. 
Only LAB-4 could grow and resist to A. hydrophila infection better than those of the control 
group (p<0.05). White seabass cultured in net cages with LAB-4 feed at two different doses 
(105 and 107 cells/g) did not show any significant difference on growth, survival and A. 
hydrophila‘s resistance as compared to those results from the control group (p>0.05). Under 
scanning electron microscopic examination showed LAB-4 adherence on fish intestines’ 
surface in both LAB-4 treatment groups while no detection in control group. Confirmation of 
A. hydrophila challenge on white seabass was performed by observing disease 
manifestation and immunohistochemistry technique. After examination of morphology, 
biochemical test, lactic acid determination by HPLC from LAB-4 broth culture,  including 16S 
rDNA sequencing (E=0.0 and 99% homology with 16S rDNA of Weissella confusa, 
Genbank), LAB-4 was identified as Weissella sp.
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บทที่ 1

บทนํ า

อาชพีหลักของคนไทย คือ การเกษตร ซึ่งประกอบดวย พืช ปศุสัตว ประมง ปาไม ในอาชีพ
ดังกลาวการประมงนับวาเปนอาชีพที่สรางผลผลิตทางการเกษตรกอใหเกิดกิจกรรมการผลิตทาง
เศรษฐกจิทีสํ่ าคัญมากแขนงหนึ่งของประเทศไทย ผลผลิตทั้งหมดไดมาจากแหลงนํ้ าธรรมชาติและ
จากการเพาะเลีย้ง แตในปจจุบันแนวโนมของการจับสัตวนํ้ าจากแหลงนํ้ าธรรมชาติลดลง ปริมาณ
ทีจ่บัไดไมแนนอน ทํ าใหมีการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ ากันอยางแพรหลาย และสัตวนํ้ าเศรษฐกิจที่สํ าคัญ
ชนดิหนึง่ กค็อื ปลากะพงขาวเพราะเปนปลาที่เลี้ยงงาย โตเร็ว ใหผลผลิตสูงจึงเปนปลาที่ไดรับ
ความสนใจจากบรรดาผูเพาะเลี้ยงและมีแนวโนมจะประกอบเปนอาชีพหลักกันมากขึ้น

ปลากะพงขาว(Lates calcarifer) เปนปลาทีม่กีารเพาะเลี้ยงเปนอุตสาหกรรมมานานกวา 
20 ป ทัง้ในและตางประเทศ ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต และออสเตรเลีย ปลาชนิดนี้มีความ
ทนทานตอการเปลี่ยนแปลงของความเค็มสูง ในประเทศไทยนอกจากจะมีการเลี้ยงในกระชังตาม
ชายฝงทะเล ยงัมกีารเลี้ยงในบอนํ้ าจืดในหลายจังหวัด เชน ปทุมธานี อางทอง ชลบุรี เปนตน         
(จิรศักดิ์ และคณะ, 2534) ปลากะพงขาวเปนปลาที่นิยมนํ ามาบริโภคเนื่องจากมีรสชาติดีสามารถ
นํ ามาปรุงแตงเปนอาหารไดหลายแบบรวมทั้งมีคุณคาทางโภชนาการ มีสวนประกอบของไขมัน
เพยีงเลก็นอยและมีวิตามินบี12 ในปริมาณมาก(สมใจ, 2527) ปลากะพงขาวจึงเปนสัตวเศรษฐกิจ
ที่กรมประมงสงเสริมใหเลี้ยง  ปจจุบันเกษตรกรไทยนิยมผลิตลูกปลาชนิดนี้สงไปจํ าหนายยัง
ประเทศมาเลเซียและไตหวัน(กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2535) ในการเลี้ยงปลา
กะพงขาวใหมีสุขภาพแข็งแรงนั้นเปนสิ่งสํ าคัญ บางครั้งผูเลี้ยงประสบปญหาตางๆ อยางหลีกเลี่ยง
ไมได เชน กฤษณ (2545) ไดศกึษาปญหาและอุปสรรคในการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชังจังหวัด
สงขลา ปการผลติ 2543 พบวา ปญหานํ้ าเสียจากโรงงานและนากุงทํ าใหคุณภาพนํ้ าเปลี่ยนแปลง 
ปลาจะมอีาการซมึ ลอยตัวขึ้นมาเหนือนํ้ าและกินอาหารนอยลง แสดงวาปลาเริ่มออนแอ จึงเปน
โอกาสใหเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียและเกิดโรคระบาดไดงาย แบคทีเรียสํ าคัญที่ทํ าใหเกิดโรคในปลา
กะพงขาว ไดแก Vibrio spp. และ Aeromonas hydrophila การรักษาโดยทั่วไปนั้นใชสาร
ปฏิชีวนะ เชน เททราไซคลนิ คลอแรมเฟนิคอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากิน
ตดิตอกนัเปนระยะเวลานาน 7 วัน หรือ นํ าสารปฏิชีวนะในปริมาณมากกวาปริมาณที่กํ าหนดผสม
กับนํ้ าและนํ าปลามาแชในระยะเวลาสั้นซึ่งความเขมขนดังกลาวหากใชอยางไมระมัดระวังอาจทํ า
ใหปลาตายได(Powell, 2000) ในปจจุบันพบปญหาการดื้อยาของแบคทีเรียและปญหาสาร
ปฏิชีวนะตกคาง จึงมีการรณรงคใหลดการใชสารปฏิชีวนะ และหาวิธีการปองกันโรคที่เกิดจาก
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แบคทเีรียในปลากะพงขาวดวยวิธีการใหมๆ เชน การใชวัคซีน พบวาในลูกปลากะพงขาววัคซีนให
ผลในการปองกันโรคแตไมสามารถชวยใหปลาที่ไดรับวัคซีนมีอัตราการเจริญเติบโตสูงกวาในลูก
ปลากะพงขาวที่ไมรับวัคซีน(จิรศักดิ์ และคณะ, 2534) การใชโพรไบโอติกเปนอีกวิธีที่เร่ิมมีการ
ศกึษาไดผลแลวในไก(ฐิติพงษ, 2539)  สุกร(Zani, 1988)  กุง(วรรนิภา, 2539)และปลาบางชนิด 
เชน Rainbow trout(Nikoskelainen, 2001) แตยงัไมมีการศึกษาในปลากะพงขาว  ดวยเหตุนี้ผู
วิจัยจึงสนใจที่จะคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกของปลากะพงขาวเพื่อเพิ่มความ
ตานทานโรค ความแขง็แรง และการเจริญเติบโตใหแกปลากะพงขาวเพื่อใหธุรกิจการเลี้ยงปลาชนิด
นีข้องเกษตรกรมีความเสี่ยงลดลงและเปนธุรกิจที่ยั่งยืนตอไป

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายในการคัดเลือกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของปลา
กะพงขาวที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคและเพิ่มการเจริญ
เติบโตของปลาได



บทที่ 2

การตรวจเอกสาร

1. ปลากะพงขาว

1.1 ลกัษณะทั่วไป (รูปที่1)

ลกัษณะล ําตวัคอนขางยาวและหนา แบนขางเล็กนอย บริเวณไหลจะโคงมน สวนตัวจะ
ลาดชนัและเวา สวนของขากรรไกรลางจะยื่นยาวกวาขากรรไกรบนเล็กนอย ปากกวาง ขอบปาก
บนเปนแผนใหญ แยกเปนแนวตอนตนและตอนทายอยางชัดเจน บริเวณสวนปากจะยืดหดไดบาง 
ชองปากเฉยีงลงดานลางเล็กนอย มีฟนเล็กละเอียดบนขากรรไกรบนและลาง และที่เพดานปาก ตา
ของปลาชนดินีม้ขีนาดกลาง ไมมีเยื่อที่เปนไขมันหุม แผนแกมมีขนาดใหญ มีขอบหลังเปนหนาม
แหลม 4 ซี ่ และเรียงตอดวยซี่เล็กๆ จัดตามแนวหลัง ดานบนสวนหัวและบนแผนเหงือกมีเกล็ด
ขนาดตางๆกนั เกลด็บริเวณลํ าตัวคอนขางใหญ ดานหลังมีสีเทาเงินหรือเขียวปนเทา สวนทองจะมี
สเีงนิแกมเหลอืง บริเวณดานขางของลํ าตัวมีสีเงิน ครีบหลังครีบกน ครีบหาง จะมีสีเทาปนเงิน
บางๆ มคีรบีหลังสองตอน ตอนแรกอยูตรงตํ าแหนงของครีบทอง มีกานครีบแข็งแหลมคมขนาด
ใหญ 7-8 กาน เชื่อมตอกันดวยเยื่อบางๆ ครีบหลังตอนที่สอง แยกจากตอนแรกอยางเห็นไดชัด มี
กานครบีแขง็ 1 กาน กานครีบออนมีปลายแตกแขนง มี 10-11 กาน ครีบหูและครีบอกยาวไมถึงรู
กน ครบีกนมตี ําแหนงใกลเคียงกับครีบหลังตอนที่สอง ซึ่งประกอบดวยกานครีบแข็ง 3 กาน กาน
ครบีออน 7-8 กาน ขอหางสั้น ครีบหางคอนขางกลม เสนขางตัวโคงไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบน
เสนขางตัว 52-61 เกล็ด(สโมสรคณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร,  2531)

รูปที่ 1 ปลากะพงขาว white seabass Lates calcarifer
ที่มา :  www.fao.org
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1.2 การจดัลํ าดับทางอนุกรมวิธาน

ปลากะพงขาวมีชื่อวิทยาศาสตร (Scientific name) วา Lates calcarifer (Bloch)
Phylum  Chordata

Sub-Phylum  Vertebrata
Sub-class  Teleostomi

Order  Percomorphi
Family  Centropomidae

Genus  Lates
Species  calcarifer

1.3 แหลงกํ าเนิดและการแพรกระจาย

ปลากะพงขาวเปนปลาในทองถิ่นที่พบตามชายฝงทะเลและหมูเกาะของประเทศตางๆ ใน
ภูมภิาคอนิโดแปซิฟค และจัดเปนตัวอยางของปลาเขตรอนที่มีการแพรกระจายในบริเวณคอนขาง
กวางมาก คือ บริเวณชายฝงทะเลของอาวเปอรเซีย บังคลาเทศ อินเดีย ศรีลังกา สาธารณรัฐสังคม
นยิมแหงสหภาพพมา ไทย มาเลเซีย กัมพูชาประชาธิปไตย สาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนาม ฟลิป
ปนส อินโดนีเซีย ตอนเหนือของออสเตรเลีย และตอนใตของสาธารณรัฐประชาชนจีน(สมใจ, 
2527) เนื่องจากปลากะพงขาวพบในหลายประเทศ ทํ าใหมีชื่อเรียกที่แตกตางกันไป ขึ้นอยูกับ
ประเทศนัน้ๆ เชน ชื่อสามัญภาษาอังกฤษ giant perch, white seabass, silver seaperch,  
palmer และ cock-up seabass  ภาษาอินเดีย begti, gitador และ boor  ภาษาฟลิปปนส 
kakap, katuyot และ bulgan   ภาษาอินโดนีเซีย pelak, telap และ petcham เปนตน

ปลากะพงขาวเปนปลานํ้ ากรอยขนาดใหญที่สุด เจริญเติบโตไดดีในนํ้ ากรอยและนํ้ าจืด จัด
ไดวาเปนปลาประเภทสองนํ้ า คือ ในชวงชวีติของปลากะพงขาวจะมีการเคลื่อนยายไปมาระหวาง
แหลงนํ้ าจืดและนํ้ าเค็ม ปลากะพงขาวขนาดใหญจะอาศัยอยูในแหลงนํ้ าที่ไมหางไกลออกไปจาก
ฝงมากนกั พบมากตามบริเวณปากแมนํ้ าลํ าคลอง ปากทะเลสาปและปากอาวบริเวณที่เปนปาไม
ชายเลนที่มีนํ้ าเค็มทวมถึง สํ าหรับประเทศไทยสามารถพบปลากะพงขาวตามชายฝงทะเลโดย
เฉพาะบรเิวณปากแมนํ้ าใหญๆที่มีทางออกติดตอกับทะเลมีปาไมชายเลนขึ้นปกคลุม เชน จังหวัด
ตราด จนัทบุรี ฉะเชิงเทรา สมุทรปราการ สมุทรสงคราม ฯลฯ

ปลากะพงขาวจะผสมพันธุและวางไขในนํ้ าทะเลที่มีความเค็มประมาณ 28-32 สวนในพัน
สวน ในทะเลที่มีความลึก หลงัจากนัน้ไขจะถูกพัดพาเขาสูบริเวณชายฝงและฟกออกเปนตัว ลูก
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ปลากะพงขาวทีฟ่กออกเปนตัว จะดํ ารงชีวิตอยูในนํ้ ากรอยและนํ้ าจืด จนมีอายุได 2-3 ป มีขนาด 
3-5 กโิลกรัม จะเคลื่อนตัวออกสูทะเล เพื่อทํ าการผสมพันธุและวางไขตอไป(สมใจ,2527)

1.4 วธิกีารเพาะเลี้ยง

แบงออกเปน 3 รูปแบบ คือ
1.4.1 การเลี้ยงปลาในนากุง สวนใหญจะมีพื้นที่ตัง้แต 2 ไรขึ้นไป ลูกปลาที่ปลอยมี

ขนาด 1-2 เซนติเมตร ความหนาแนนที่เลี้ยงไรละ 800-1,600 ตัว
1.4.2 การเลีย้งปลาในบอนํ้ ากรอย ขนาด 2.5-10 ไร ความหนาแนนที่เลี้ยงไรละ 1,600-

3,200 ตัว
1.4.3 การเลีย้งปลาในกระชงั เปนวิธีที่นิยมมาก เนื่องจากคาใชจายในการลงทุนตํ่ ากวา

การขดุบอเลีย้งเปนอยางมาก รวมทั้งสามารถปลอยพันธุปลาลงเลี้ยงไดเปนจํ านวนมากกวาเพราะ
นํ ้าถายเทไดดีชวยใหปลามีอัตรารอดสูง ขนาดของกระชังที่นิยมใช คือ 5x5เมตร สามารถปลอย
เลี้ยงไดตั้งแต 10-20 ตัว/ตารางเมตร(วิเศษและวิไลวรรณ, 2529)

1.5 สมบติัของนํ้ าในบอเลี้ยง(คูมอืชุดทดสอบฟอสเฟต,ไนไตรท,ไนเตรทและแอมโมเนีย
รวม ของบริษัท พรีมาเทค จํ ากัด; มัน่สนิ, 2539)

1.5.1 อุณหภมูขิองนํ ้า ควรมีคาคงที่ สมํ่ าเสมอตลอดฤดูการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิที่เหมาะ
สมในการเพาะเลี้ยงอยูระหวาง 28-30 องศาเซลเซียส

1.5.2 ความเคม็ของนํ้ า ควรอยูในชวง 27-32 สวนในพัน และมีการเปลี่ยนแปลงความ
เคม็ในชวงทีไ่มกวางมากนัก อยางไรก็ตามความเค็มของนํ้ าที่อยูในชวง 10-32 สวนในพัน จะ
สามารถท ําการเลี้ยงปลากะพงขาวไดเปนอยางดี นอกจากนี้ปลากะพงขาวยังสามารถเจริญเติบโต
ในนํ้ าจืดไดเชนกัน

1.5.3 ปริมาณของออกซิเจนในนํ้ า ควรจะมีอยูในปริมาณที่สูงพอสมควรและมีคาคงที่
อยูเสมอไมเปลี่ยนแปลงมากนัก นักประมงไดสรุปอิทธิพลของออกซิเจนในนํ้ าไวดังนี้ หากมี
ออกซเิจนในนํ ้านอยกวา 1 มิลลิกรัม/ลิตร นานหลายชั่วโมง ปลาอาจตายได ออกซิเจนในนํ้ าอยู
ระหวาง 1-5 มิลลิกรัม/ลิตร ปลาสามารถมีชีวิตอยูไดแตถาเกิดขึ้นอยางตอเนื่องปลาจะเจริญเติบโต
ชาและไมสามารถขยายพันธุไดดี ออกซิเจนในนํ้ ามากกวา 5 มิลลิกรัม/ลิตร แตไมเกินระดับอ่ิมตัว
เปนชวงที่เหมาะสมสํ าหรับการเจริญเติบโตและขยายพันธุ
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1.5.4 ความเปนกรด-ดาง(pH) ปลาและสิ่งมีชีวิตในนํ้ าสามารถดํ ารงอยูไดที่ pH ที่เปน
กลางประมาณ 6-9 pH ที่สูงหรือต่ํ าเกินไปจะสรางความเครียดใหกับปลา บางครั้งถึงกับทํ าใหส่ิงมี
ชวีติในนํ้ าตายไดทันที

1.5.5 ความเปนดาง(alkalinity) สภาพดาง หมายถึง ความสามารถของนํ้ าที่จะรับ H+

เพือ่ท ําใหกรดเปนกลาง ความเปนดางจะวัดในรูปของ CaCO3 นํ ้าทีใ่ชเลี้ยงปลาควรมีความเปน
ดางมากกวา 20-40 ppm และควรมีคาอยูระหวาง 100-120 ppm ผลของความเปนดางนั้นจะสง
ผลตอปริมาณฟอสเฟตและสารอาหารอื่นๆในนํ้ าดวย

1.5.6 ฟอสเฟต(PO4
3+) เปนสารประกอบที่ใหธาตุอาหารฟอสฟอรัสสํ าหรับแพลงกตอน

พชืและแบคทเีรีย ที่จะทํ าใหเกิดความอุดมสมบูรณของอาหารธรรมชาติในบอ ไดแก แพลงกตอน
พชื แพลงกตอนสัตว สัตวหนาดิน โดยปกติแลวปริมาณฟอสเฟตในนํ้ าจะอยูในระดับต่ํ าตลอดเวลา
เนือ่งจากฟอสเฟตสามารถดูดซึมอยางรวดเร็วโดยแพลงกตอนและแบคทีเรียอีกทั้งยังตกตะกอนกับ
แคลเซียมในสภาพที่นํ้ ามีpHสงู และตกตะกอนกับอลูมิเนียมและเหล็กในสภาพที่นํ้ ามีpHตํ่ า การที่
ปริมาณฟอสเฟตในนํ้ าสูงบงชี้วานํ้ ามีของเสียมาก แพลงกตอนพืชจะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจน
อาจท ําใหนํ ้าเนาเสียซึ่งเปนตนเหตุให ออกซิเจนในนํ้ าตํ่ าลง จนปลาเปนอันตรายได โดยในแหลงนํ้ า
เคม็ทัว่ๆไปจะมีฟอสเฟตอยู 0.02 มิลลิกรัม/ลิตร หากปริมาณของฟอสเฟตเปลี่ยนแปลงไปควรแก
ไข ดงันี ้ปริมาณของฟอสเฟตในชวง 0.0-0.05 มิลลิกรัม/ลิตร แสดงวาพื้นที่ดินกรด ควรปรับpH ดิน
ใหไดมากกวา 5.5 และเติมปุยทริปเปลซุปเปอรฟอสเฟต 400 กรัม/ไร ทุก 7 วัน ปริมาณของ
ฟอสเฟตในชวง 1.0-10.0 มิลลิกรัม/ลิตร แสดงวามกีารเลี้ยงปลาในปริมาณที่หนาแนนและอาจมี
อาหารตกคางมาก การเลีย้งปลาในนํ้ าเค็มควรควบคุมใหนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และในนํ้ าจืด
ควรควบคุมใหนอยกวา 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.7 ไนไตรท(NO2
- ) เปนผลผลิตที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนีย การสะสม

ไนไตรทในนํ้ าจะเกิดขึ้นเมื่อมีการเนาสลายของสารอินทรียและปลอยแอมโมเนียออกมามาก ใน
สภาวะทีม่อีอกซิเจนแอมโมเนียมจะเปลี่ยนเปนไนไตรทและในกรณีที่นํ้ ามีpHสงูกวา    8   ประสิทธิ
ภาพการเปลี่ยนไนไตรทใหเปนไนเตรทจะลดลงทํ าใหเกิดการสะสมไนไตรทในนํ้ า ซึง่ไนไตรทจะถูก
ดดูซึมเขาสูปลาทางเหงือกและจะไปทํ าปฏิกิริยากับฮีโมโกลบินในเลือดทํ าใหไมสามารถขนถาย
ออกซเิจนได เลือดจะเปนสีนํ้ าตาล หรือเรียกวาโรคเลือดสีนํ้ าตาล ความเปนพิษของไนไตรทจะเพิ่ม
มากขึน้เมือ่มแีอมโมเนียสูง ไนไตรทในระดับความเขมขนที่ตํ่ ากวาระดับที่ทํ าใหสัตวนํ้ าตาย จะทํ า
ใหสัตวนํ ้าออนแอและติดโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียไดงาย ในนํ้ าเลี้ยงปลาควรมีไนไตรทนอยกวา
0.1-0.3 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.8 ไนเตรท(NO3
- ) เปนสารประกอบที่ใหธาตุอาหารไนโตรเจนสํ าหรับแพลงกตอนพืช

และแบคทเีรียที่จะทํ าใหเกิดความอุดมสมบูรณของอาหารธรรมชาติในบอ ไดแก แพลงกตอนพืช
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แพลงกตอนสตัว สัตวหนาดิน ไนเตรทมีความเปนพิษตอสัตวนํ้ าตํ่ ามาก  แตการสะสมของไนเตรท
ในนํ ้าปริมาณสงูๆ อาจแสดงใหเห็นถึงภาวะในแหลงนํ้ า และในบางสภาวะที่เกิดการขาดออกซิเจน
ไนเตรทอาจถูกเปลี่ยนกลับไปในรูปไนไตรท ซึ่งจะกอใหเกิดปญหาได    ในแหลงนํ้ าทั่วๆไปจะมีไน
เตรทอยู 0.0-0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และปรมิาณไนเตรทที่เหมาะสมสํ าหรับการเลี้ยงปลาควรอยูในชวง
0.01-0.05 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.9 แอมโมเนียรวม(NH4
+/NH3) เปนสารประกอบไนโตรเจนที่เกิดจากการปลอยของ

เสยีจากการกนิอาหารพวกโปรตีนออกมาในรูปแอมโมเนียและการเนาสลายของเศษอาหาร ซึ่งเกิด
จากอาหารที่เหลือและเศษอาหารที่ขับถายออกมาภายในบอแลวเกิดการยอยสลายโดยจุลินทรีย
ภายในบอ  แอมโมเนียในบอเลี้ยงสัตวนํ้ ามี 2 รูปแบบ คือ แอมโมเนีย(NH3) ทีย่งัไมแตกตัวจะเปน
พษิกบัสัตวนํ้ า และแอมโมเนียมไอออน(NH4

+) ซึง่ไมเปนพิษตอสัตวนํ้ า ปจจัยที่มีผลตอแอมโมเนีย
คอื ออกซิเจนในนํ้ า คาpH ปริมาณแอมโมเนียรวมในนํ้ าชวง 0.4-2.0 มิลลิกรัม/ลิตร จะเปน
อันตรายตอสัตวนํ้ า ผลของแอมโมเนียจะทํ าใหสัตวออนแอ ติดเชื้อโรคงาย ไมสามารถขับถายออก
ได ปริมาณแอมโมเนียรวมในนํ้ าควรอยูในชวง 0.0-0.06 มิลลิกรัม/ลิตร

1.6 อาหาร

ปลากะพงขาวจะกนิอาหารตามชวงอายุ ชวงชีวิตสวนใหญจะกนิเนื้อหรือกนิสัตวที่มีขนาด
เลก็กวาเปนอาหาร  จงึจดัเปน Carnivorous fish เราสามารถแบงชนิดและระยะเวลาการใหอาหาร
ในการเลี้ยงปลากะพงขาว ไดดังนี้

1.6.1 คลอเรลลา จัดเปนแพลงกตอนพชืทีม่ขีนาดเล็กมาก เหมาะที่จะใชเลี้ยงลูกปลา
กะพงขาวทีม่อีายุ 2-10 วัน คลอเรลลาที่ใสลงในบออนุบาลจะเปนอาหารสํ าหรับใหลูกปลาและโรติ
เฟอรกินเปนอาหารชวยบดบังแสงแดดใหกับลูกปลา และชวยขับของเสียบางอยางที่ละลายอยูใน
นํ ้า เปนการชวยปรับปรุงคุณภาพนํ้ าใหอยูในสภาพดีดวย

1.6.2 โรตเิฟอร เปนไรนํ้ าขนาดเล็ก กินแพลงกตอนพชืเปนอาหาร การใหโรติเฟอรเปน
อาหารแกลูกปลานั้น ใชถุงแพลงกตอนเก็บรวบรวมโรติเฟอรจากบอเพาะโรติเฟอรไปใสในบอ
อนบุาลลูกปลาใหเพียงพอ ประมาณ 5-10 ตัวตอนํ ้า 1 มิลลิลิตร ปกติจะใหโรติเฟอรเปนอาหารเมื่อ
ลกูปลาอายุครบ 3 วันจนลูกปลาอายุได 14 วัน

1.6.3 อารทเีมยี เร่ิมใหอารทีเมียแกลูกปลา เมื่อลูกปลาอายุได 8 วัน เพราะมีลูกปลาตัว
โตที ่ สามารถกนิอารทีเมียแทนโรติเฟอรได ปกติแลวจะใหอารทีเมียจนกวาลูกปลาจะกินเนื้อปลา
บดได หรือเมื่อลูกปลามีอายุได 20 วัน
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1.6.4 เนือ้ปลาสบัละเอียด ลูกปลามีอายุครบ 21 วันขึ้นไป เร่ิมฝกใหกินเนื้อปลาสับ
ละเอยีดโดยในตอนแรกลูกปลาซึ่งไมเคยกินและยังไมยอมกิน ตองพยายามฝกเปนประจํ า

1.6.5 เนือ้ปลาเปนชิน้ เมื่อปลาอายุได 2-3 เดือน ปลากะพงขาวจะชินกับเหยื่อที่ตาย
แลวและปลาเริม่โต ปลาที่ใหไมจํ าเปนตองสับละเอียดอีก ใหหั่นเปนชิ้นๆ ใชเลี้ยงปลากะพงขาวจน
ถงึขนาดที่จะบริโภคหรือขายได(สมใจ, 2527)

นอกจากอาหารทีไ่ดกลาวมาขางตนแลวนั้น เมื่อปลาผานพนชวงอนุบาลลูกปลา สามารถ
ฝกปลากะพงขาวใหกินอาหารผสม(Mixed Diet)ในรูปอาหารเม็ดแบบเปยก(Moist Pellet)ได โดย
ตองมีระดับโปรตีนและพลังงานที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของปลา(วิเชียรและคณะ, 2532) 
สวนประกอบทัว่ไปของอาหารปลากะพงขาว ประกอบดวย ปลาปน, รํ าขาว, วิตามิน, แรธาตุ, แปง
เจลาตนิ, วติามินซี, นํ้ ามันปลาทะเล, นํ้ ามันพืช, นํ้ า(Boonyaratpalin, 1988)

วเิชยีรและคณะ(2532) ทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวขนาดความยาวเฉลี่ย 7.57 เซนติเมตร 
นํ ้าหนกัตวัเฉลี่ย 5.07 เซนติเมตร ดวยอาหารผสม(Mixed Diet) และใชในรูปอาหารเม็ดแบบเปยก
(Moist Pellet) เปนระยะเวลา 8 สัปดาห โดยใชอาหารผสมที่มีโปรตีน 3 ระดับ คือ 45, 48 และ 51 
% แตละระดบัมีไขมัน 13 และ 18 % รวมเปนอาหาร 6 สูตร และเปนอาหารผสมอีก 1 สูตร ซึ่งมี
ระดบัโปรตนี 54 % ไขมัน 13 % เปนอาหารเปรียบเทียบ พบวา อาหารสูตรที่มีโปรตีน 45 % ไขมัน 
18 %(จากการค ํานวณ) มีอัตราการรอด 100 %และการเจริญเติบโตดีที่สุด และจากการวิเคราะห
อาหารสูตรดังกลาว พบวา มีระดับโปรตีน 46.71 % ไขมัน 15.64 %

Catacutan และ Coloso(1997) ศกึษาระดับคารโบไฮเดรต 2 ระดับ คือ 15, 20 % และ
ระดบัไขมนั 3 ระดับ คือ 6, 12, 18 % ระดับโปรตีนคงที่ 42.5 %ทุกสูตรอาหารในอาหารผสม ปลา
กะพงขาวทีใ่ชมนีํ ้าหนักเริ่มตน 0.85-0.93 กรัม เลี้ยงเปนระยะเวลา 12 สัปดาห พบวา สูตรอาหาร
ทีม่รีะดบัคารโบไฮเดรต 20 %กับระดับไขมัน 12 หรือ 18 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยว
ของกบัการเจริญเติบโตมีอัตราสูงสุด และสูตรอาหารที่มีระดับคารโบไฮเดรต 15 % กับระดับไขมัน 
6 % ท ําใหนํ ้าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมีอัตราตํ่ าสุด

Boonyaratpalin(1997) รายงานระดบัสารอาหารที่ปลากะพงขาวตองการไววา ปลากะพง
ขาวตองการโปรตีน 45-55 %, ไขมัน 15-18 %, คารโบไฮเดรต ไมเกิน 20 % สวนระดับและชนิด
ของวติามิน, แรธาตุขึ้นอยูกับขนาดและระยะการเจริญของปลา

Williams et al.(2003) ทดลองเลีย้งปลากะพงขาวนํ้ าหนักเริ่มตนเฉลี่ย 230 กรัม ดวย
อาหารผสมทีร่ะดับโปรตีน 38, 42.5 และ 52 % ไขมัน 7, 12.8 และ 18.3 % พบวา สูตรอาหารที่มี
ระดบัโปรตนี 52 กับ ไขมัน 18.3 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมี
อัตราการเจรญิเติบโตสูงสุด สวนปลากะพงขาวนํ้ าหนักเริ่มตนเฉลี่ย 80 กรัม ดวยอาหารผสมที่
ระดบัโปรตนี 43.8 และ 64.7 % ไขมัน 11.5 และ 22.4 % พบวา สูตรอาหารที่มีระดับโปรตีน 64.7 
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กบั ไขมนั 22.4 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมีอัตราการเจริญ
เติบโตสูงสุด

1.7 ระบบทางเดินอาหาร

ระบบทางเดนิอาหารเริ่มตนตั้งแตปากไปสุดที่รูทวารหนัก อาหารจะผานจากชองปากของ
ปลาตรงเขาไปในคอหอย(pharynx) ปลาบางชนดิ เชน พวกปลาหลังเขียว(herrings) จะมีคอหอย
ที่ดัดแปลงเปนกลามเนื้อหนาชวยในการบดอาหาร ทํ าหนาที่คลายกระเพาะบดในพวกนก พวก
ปลากนิเนือ้จะมฟีนทีค่อหอยทํ าหนาที่ชวยกัดหรือบดอาหารใหเปนชิ้นเล็กลง ปลากินพืชหรือหอยที่
มเีปลอืกแขง็ เชนปลาวงศตะเพียนจะมีฟนที่คอหอยมีลักษณะคลายฟนกรามของมนุษย

จากคอหอยจะเปนอวัยวะที่เรียกวา กระเพาะอาหาร(stomach) มลัีกษณะเปนรูปถุงยาว 
กนถงุแคบ มสีนีํ ้าตาลออน ผิวภายนอกเรียบกวาหลอดคอ กระเพาะอาหารจะทอดไปตามยาวของ
ตวัปลา ผวิภายในของกระเพาะอาหารเปนรอยยนถี่ และมีตอมทํ าหนาที่ขับนํ้ ายอยอยูเปนจํ านวน
มาก ซึ่งเปนสวนของทางเดินอาหารที่ขยายใหญและเจริญดีในพวกปลากินเนื้อที่จับเหยื่อขนาด
ใหญ ปลาหลายชนดิไมมีกระเพาะอาหารที่แทจริง มีแตทอทางเดินอาหารที่ขยายใหญอยูทางดาน
หนาของลํ าไสเล็ก(small intestine) ลํ าไสเล็กแยกออกจากกระเพาะอาหารดวยกลามเนื้อหูรูด 
ลกัษณะอาจจะเปนทอเหยียดตรงหรือขดมวนทับกันเปนกอนใหญ ลํ าไสเล็กของปลาแบงออกเปน 
3 ตอน คอื สวนตน(duodenum) เปนสวนที่ยาวกวาสวนอื่นและมีกลามเนื้อหนาหอหุมไว อยูถัด
จากสวนทายของกระเพาะอาหารทอดยาวไปทางหาง หรืออาจขดงอเล็กนอย รองรอยที่บงชี้วาแยก
ออกจากกระเพาะอาหาร คือ มีสีดํ ากวากระเพาะอาหารเพราะมีทอนํ้ าดีมาเปดเขาในบริเวณนี้ 
สวนกลาง(jejunum) มีขนาดสั้นกวาแตสีและขนาดไมแตกตางกัน สวนปลาย(ileum) มีขนาดสั้น
และแคบกวาสวนอื่นๆและตรงไปทางทาย บริเวณสวนตนของลํ าไสเล็กจะพบไสติ่ง(pyloric 
caeca) เปนทอปลายตนั มีลักษณะคลายนิ้วมือ มีความกวางและยาวตางๆกันขึ้นกับชนิดของปลา 
มหีนาทีช่วยเพิม่เนือ้ที่ในการยอยอาหาร สวนของทางเดินอาหารที่ตอจากลํ าไสเล็ก คือ ลํ าไสใหญ
(large intestine) แยกจากสวนของลํ าไสเล็กโดยรอยคอดกิ่วผนังภายในจะมีรอยยนมากกวาของ
ล ําไสเล็ก ลํ าไสใหญในปลากระดูกแข็งมี rectum แลวถึงชองทวาร

นอกจากนี้ยังมีอวัยวะที่เกี่ยวของกับระบบยอยอาหารที่สํ าคัญไดแก ตับ(liver) มีหนาที่
ชวยเก็บอาหารพวกนํ้ าตาลและไขมันไวใชในยามขาดแคลน ตับจะชวยในการยอยอาหารโดยการ
สรางนํ ้ายอยไปใหลํ าไส ชวยเก็บของเสียจากนํ้ าดี  ถุงนํ้ าดี(gall bladder หรือ bile sac) เปนถุงใส 
คอนขางกลม ภายในถุงมีนํ้ าดี(bile) ซึ่งผลิตจากตับบรรจุอยูเต็ม นํ้ าดีมีรสขม จากถุงนํ้ าดีจะมีทอ
เรียกวา common bile duct นํ านํ้ าดีไปสูสวนตนของลํ าไสเล็กชวยในการยอยอาหารประเภทไขมัน 
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นํ ้าดใีชเปนสารกระจายไขมัน(emulsifying agent) และชวยปรบัคาความเปนกรด-ดางในนํ้ ายอย
อาหารใหเหมาะสม  ตับออน(pancreas) มีหนาที่ผลิตนํ้ ายอยและฮอรโมน(วิมล, 2540; สุภาพร, 
1999)

1.8 โรคที่พบ

การเลี้ยงปลากะพงขาว เปนที่นิยมและไดรับความสนใจจากเกษตรกรผูเลี้ยงอยางแพร
หลายและมกัจะประสบปญหาตางๆ มากมายจากการเพาะเลี้ยง นับต้ังแตการผสมพันธุ เพาะฟก 
อนบุาล จนกระทัง่เลี้ยงไดขนาดที่ตลาดตองการก็ประสบปญหาเชนกัน แตปญหาที่สํ าคัญอันหนึ่ง
ทีท่ ําใหเกษตรกรผูเลี้ยงไดรับความเสียหายอยางมากคือปญหาเปนโรค

โรคเกดิไดจากสาเหตุหลายประการ เชน คุณภาพของอาหารไมครบตามหลักโภชนาการ 
ทํ าใหปลาออนแอและเกิดโรคได หรืออาจเปนผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดลอม
อยางกะทนัหนั เชนในชวงฤดูฝน คุณสมบัติเปลี่ยนแปลงมากทั้งความเค็มและอุณหภูมิ ซึ่งจะเกี่ยว
ของไปถึงคุณสมบัติดานอื่นๆที่อาจมีผลกระทบกระเทือนตอปลาดวย โรคที่พบเสมอในการเลี้ยง
ปลากะพงขาวมีสาเหตุในการเกิดโรคแตกตางกัน พอจะสรุปไดดังนี้

1.8.1 โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย
1.8.2 โรคที่เกิดจากตัวเบียน
1.8.3 โรคที่เกิดจากเชื้อรา
1.8.4 โรคที่เกิดจากไวรัส
1.8.5 โรคทีเ่กิดจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม
1.8.6 โรคทีเ่กิดจากสภาพนํ้ าไมเหมาะสม
1.8.7 โรคทีเ่กิดจากการขาดอาหาร

ในทีน่ีจ้ะกลาวถึงเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียเทานั้น
1.8.1 โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย โดยทัว่ไปในนํ้ าจะมีแบคทีเรียชนิดตางๆปนอยูมากมาย

หลายชนดิและเมื่อปลาออนแออันสืบเนื่องมาจากขั้นตอนตางๆ ในการเลี้ยงจะเปนโอกาสที่เหมาะ
สมของการตดิเชื้อแบคทีเรียเปนอยางยิ่ง เมื่อแบคทีเรียในนํ้ าไดเขาสูปลาก็จะเติบโตและแพรขยาย
พันธุอยางรวดเร็ว ทํ าใหนํ้ าบริเวณนั้นมีปริมาณแบคทีเรียสูงมากเปนสาเหตุใหเชื้อแบคทีเรียเขา
เกาะปลาตวัอืน่ๆทีอ่าศัยอยูในแหลงนํ้ าเดียวกันและเกิดโรคระบาดขึ้นในที่สุด แบคทีเรียที่ทํ าใหเกิด
โรคในปลากะพงขาวมีดังนี้
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1.8.1.1 Vibrio spp.
มลีกัษณะเปนทอนสั้นหรือโคงงอ เจริญไดดีทั้งในที่ที่และไมมีมีออกซิเจน อยูเปนเซลล

เดี่ยวๆ มขีนาด 0.5 x 1.0-2.0 นาโนเมตร แบคทีเรียตัวนี้มักอยูรวมกับ Aeromonas hydrophila 
พบในปลากะพงขาวที่เลี้ยงในนํ้ าเค็มและนํ้ ากรอย

อาการที่พบ ปลามอีาการตกเลือดตามลํ าตัวเปนจุดแดง ครีบกรอน เปนแผลบริเวณ
ล ําตวั ทองบวม ตับและไตบวม ถาปลามีอาการดังนี้แลวไมไดรับการรักษาทันทีจะทํ าใหปลาตาย
ได

การปองกันรักษา ใชยาปฏิชีวนะ เชน  เททราไซคลิน ออกซีเททราไซคลิน คลอแรมเฟ
นคิอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากินติดตอกันเปนระยะเวลานาน 7 วัน

1.8.1.2 Aeromonas hydrophila
รูปรางเปนแทงสั้นตรง มีความยาวประมาณ 1.0-1.8 ไมครอน มีแฟลกเจลลัม 1 เสน 

ลกัษณะกลมผวิเรยีบ ตรงกลางโคงนูน สีขาวนวลอยูเปนเซลลเดี่ยวๆ บางครั้งอาจอยูเปนคูหรือเปน
สายสั้นๆ

อาการทีพ่บ รอยชํ้ าแดง เปนแผลเนาเปอยถาเปนมากครีบจะเปอยหลุด สีที่ลํ าตัว
จะเปลีย่นเปนสีดํ า ทองมีอาการบวมนํ้ า ภายในมีนํ้ าเลือดจางๆปนอยู

การปองกันรักษา ตองมั่นดูแลและรักษาคุณภาพนํ้ า หรือคุณสมบัติของนํ้ าใน
แหลงทีเ่ลีย้งใหอยูในสภาพดีเสมอ แตหากปลาติดเชื้อนี้แลวใหใชยาปฏิชีวนะ เชน เททราไซคลิน 
คลอแรมเฟนคิอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากินติดตอกันเปนระยะเวลานาน 7 
วนั หรอื น ําสารปฏชิีวนะในปริมาณมากกวาปริมาณที่กํ าหนดผสมกับนํ้ าและนํ าปลามาแชในระยะ
เวลาสัน้ซึง่ความเขมขนดังกลาวหากใชอยางไมระมดัระวังอาจทํ าใหปลาตายได

1.8.1.3 Pseudomonas fluorescense
มลีกัษณะเปนแทง มีขนาดความกวาง 0.5-1 ไมครอน ความยาว 1.5-4.0 ไมครอน มี

แส 1 เสน ใชเคลือ่นที ่พบไดทั่วไปในนํ้ า สวนมากจะอยูในนํ้ าจืดแตก็มีพบบางในนํ้ ากรอยและนํ้ า
เคม็ แบคทเีรียนีต้ดิตอกันทางปาก ผิวหนังที่เปนบาดแผล หรือเหงือกเมื่อเขาไปในตัวปลาจะสราง
สารพษิซึง่จะท ําอนัตรายตอเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ ปลาเปนโรคนี้เนื่องจากการจัดการของผูเลี้ยง
ไมด ีคณุสมบตัขิองนํ้ าไมดี และปจจัยอื่นๆ ที่เปนสาเหตุทํ าใหเกิดโรคได เชน สารพิษในนํ้ า ความ
เปนกรดเปนดาง และการขาดสมดุลของอาหารก็เปนสาเหตุทํ าใหเกิดโรคได แบคทีเรียตัวนี้มีการ
ติดตอกันทางปาก ผิวหนังที่เปนบาดแผลหรือเหงือกเมื่อเขาไปในตัวปลาจะสรางสารพิษซ่ึงจะทํ า
อันตรายตอเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ

อาการทีพ่บ โคนครีบ ปาก ขากรรไกรลาง และรอบๆทวารเปนสีแดง ลักษณะภายใน
เนือ้เยือ่บุชองทอง อวัยวะภายในตกเลือด ในลํ าไสมีของเหลวปนเลือด ในกลามเนื้ออาจจะตกเลือด
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การปองกันรักษา จัดการเกี่ยวกับการเลี้ยงดูและเอาใจใสใหปลามีสุขภาพดีอยูเสมอ 
ควบคมุปริมาณการใหอาหาร อัตราการปลอยเลี้ยงอยาใหแนนเกินไป คุณภาพนํ้ าตองควบคุมใหดี
อยูเสมอ การใชยาตองใชยาจํ าพวกตานจุลชีพ ไดแก ออริโอมัยซิน ใหกินในอัตราสวน 55 มิลลิกรัม
ตอนํ ้าหนกัปลา 1 กิโลกรัมตอวัน ผสมในอาหารใหกินนาน 10 วัน หรืออาจละลายนํ้ าใหมีความเขม
ขน 10-20 สวนในลานสวน แชนานตลอดไป หรือ กานามัยซิน ในอัตราสวน 20 มิลลิกรัมตอนํ้ า
หนกัปลา 1 กิโลกรัมตอวนั ผสมในอาหารใหกินนาน 20 วัน

1.8.1.4 Flexibacter columnaris
รูปรางเปนแทงยาว พันเปนสายตอกัน มีขนาดความกวาง 0.5-0.7 ไมครอน ความยาว 

5-150 ไมครอน พบไดทั้งนํ้ าจืดและนํ้ ากรอย แบคทีเรียชนิดนี้จะเจริญบนผิวของปลาทํ าใหเกิดโรค
ที่เรียกวา “โรคคอลัมนาริส” ซึ่งปกติโรคนี้จะไมเกิดขึ้นเองแตจะเกิดจากปลาไดรับความบอบชํ้ า 
หรือบาดเจบ็จากการจับ การขนสงลํ าเลียง หรือการถูกรบกวนบอยๆโดยการยกกระชังขึ้นสูง ความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับสุขภาพของปลาและสายพันธุของแบคทีเรีย ถาปลาบอบชํ้ ามากอัตราการ
ตายของปลาที่เปนโรคจะสูงขึ้น ปลาที่มีอายุนอยจะมีโอกาสเปนโรคและตายมาก มักจะเปนกับ
ปลาทีม่ขีนาดตัง้แต 2 นิ้วขึ้นไป โรคนี้จะเกิดมากในชวงฤดูหนาว ชวงเดือนธันวาคมถึงกุมภาพันธ 
และอาจเปนสาเหตุของโรคแทรกซอนอื่นๆ

อาการที่พบ เร่ิมแรกโรคนี้จะเกิดบริเวณที่ไดรับบาดเจ็บบนลํ าตัว ครีบ และบริเวณ
สวนหวั หลงัจากนั้นปลาจะออนแอไมคอยกินอาหาร เคลื่อนไหวชาลง เกล็ดหลุด บริเวณแผลจะ
เปนขุยขาวๆ เหลืองคลายเชื้อรา เปนแถบแผลพาดตามลํ าตัว ขอบแผลจะมีลักษณะเปนสีเทาจางๆ 
มเีมอืกปกคลุมหนามาก บางครั้งจะพบจุดเลือดบริเวณนั้นดวย

การปองกนัรกัษา หลังจากการลํ าเลียงขนยายปลาควรมีการปองกันโดยแชปลาในยา
เหลอืง ความเขมขน 25 สวนในลานสวน 3 วันติดตอกัน หากปลาตดิเชื้อและเปนโรคนี้ใหใชฟูรา
เนสความเขมขน 1.5 สวนในลานสวน แชใน 1 ชั่วโมง ถายังไมหายตองทํ าซํ้ าติดตอกันนาน 3 วัน 
อาจใชคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 40 สวนในลานสวน แชนาน 20 นาที

1.8.1.5 Flavobacterium sp.
รูปรางมตีัง้แตเปนแทงสั้นเกือบกลมจนถึงแทงยาว เคลื่อนที่โดยใชแส พบไดทั่วไปใน

นํ ้าจดืและนํ้ าเค็ม พบทั่วไปบนผิวหนังของปลา ปกติแลว Flavobacteria จะไมทํ าใหเกิดโรคโดย
ตรงแตเมื่อมีบาดแผลหรือเกิดอาการเครียด จากสภาพแวดลอมตางๆ ทํ าใหปลาออนแอ มีความ
ตานทานนอยลง  Flavobacteria sp. จงึเขาทํ าอันตรายได

อาการของโรค มีอาการตกเลือดตามที่ตางๆภายในจะมีจุดเลือดในเยื่อบุชองทอง เยื่อ
ยดึอวยัวะภายใน อวัยวะภายในและกลามเนื้อ ลํ าไสอาจจะตกเลือด
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การปองกนัรกัษา ยังไมมีวิธีรักษาที่แนนอน แตควรปองกันไมใหเกิดโรค โดยการควบ
คมุการจดัการเกี่ยวกับการเลี้ยง อาหารและคุณภาพนํ้ าที่ดีจะลดอัตราการเกิดโรคได

1.8.1.6 Renibacterium sp.
รูปรางเปนแทง ไมเคลื่อนที่ มักจะอยูเปนคู
อาการของโรค ตาขาวขุนมัวและโปนออกมาตาอาจบอดได ทองบวมเล็กนอย หรือมีฝ

ใตผวิหนา อวัยวะภายใน เชน หัวใจ ไตและตับ จะมีกอนสีขาวอยูในเนื้อเยื่อ  ไตจะแข็งกวาปกติ สี
ด ํา มีจุดขาวแทรกอยูเปนแหงๆ

การปองกนัรกัษา ใชอีลิโทรมัยซินหรือซัลฟาเมอราซีน ผสมในอาหารใหปลากินติดตอ
กนั การใหยาอาจใชเวลานานถึง 2 เดือน ใหใชในปริมาณตํ่ าๆ เพราะอาจเปนผลใหแบคทีเรียดื้อยา
ได

2. โพรไบโอติก ( Probiotics )

2.1 คํ าจํ ากัดความของโพรไบโอติก

 Gatesoupe(1999) รายงานค ําจํ ากัดความของ “โพรไบโอติก” ที่มีผูศึกษาไว ดังนี้
Parker(1974) : จลุนิทรยีและสารที่กอใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร
Fuller(1989) : จลุนิทรยีมชีวีิตที่เสริมในอาหารสัตวแลวใหผลดีโดยกอใหเกิดสมดุลในระบบทาง
                      เดนิอาหารของสัตวชนิดนั้น
Tannock(1997) : เซลลจลุนิทรียมีชีวิตที่ใชเสริมลงในอาหารโดยมีจุดมุงหมายเพื่อเสริมสุขภาพ

2.2 คุณสมบติัของจุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก

 Gatesoupe(1999) รายงานคุณสมบัติของจุลินทรียที่มีผลตอการเสริมสุขภาพของสัตว
ดังนี้
1. ตอตานจุลินทรียกอโรคในระดับหลอดทดลอง
2. มศีกัยภาพในการยึดเกาะผนังทางเดินอาหาร
3. เพิม่ความตานทานโรคเมื่อทดลองเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคในสัตวเจาบาน

สวน Gilliland(1979) และ Fuller(1989) รายงานหลักเกณฑในการคัดเลือกจุลินทรียที่ใช
เปนโพรไบโอติก ไวดังนี้
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1. เปนจลุนิทรยีชนดิที่ไมกอโรค เปนสายพันธุที่มีความจํ าเพาะตอเซลลเจาบาน สามารถอยูรอด
ไดในสภาวะทีเ่ปนกรดสูง เชน ในกระเพาะอาหาร และสามารถทนตอเกลือนํ้ าดีที่มีความเขม
ขนสงู เนือ่งจากบริเวณลํ าไสเล็กเปนบริเวณที่มีการหลั่งนํ้ าดีจากตับออน

2. สามารถเจริญเพิ่มจํ านวนและมีเมแทบอลิซึมในระบบทางเดินอาหารได
3. สามารถแขงขันเขายึดเกาะกับจุลินทรียกอโรคในบริเวณเยื่อบุทางเดินอาหารได
4. ผลิตกรดอนิทรียและสารตอตานจุลชีพซึ่งมีผลลดจํ านวนจุลินทรียกอโรคลง
5. มผีลกระตุนภูมิคุมกันในสัตว ทํ าใหสัตวมีการสรางแอนติบอดีมากขึ้น
6. เพาะเลี้ยงไดงาย เจริญเพิ่มจํ านวนไดอยางรวดเร็วและมีอัตราการรอดชีวิตสูงเมื่อเก็บรักษา

เปนระยะเวลานาน
7. ในกรณทีีใ่ชรวมกับสารปฏิชีวนะเพื่อใหไดผลผลิตที่ดียิ่งขึ้น ควรมีสมบัติตอสารปฏิชีวนะที่ผสม

ในอาหารสัตวดวย
Vine et al.(2004) แนะน ําเกณฑในการคัดเลือกโพรไบโอติกของสัตวนํ้ าในระดับหลอด

ทดลองดวยคา Ranking Index(RI) ดวยสูตร RI=1/(λ x td) x 100 เมื่อ λ คอื lag period และ td

คอื ระยะเวลาที่เชื้อเจริญเปนสองเทา(doubling time)

2.3 การใชโพรไบโอติกในสัตวนํ้ า

วรรนิภา(2539) ศึกษาการใชโพรไบโอติกเสริมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํ าโดยใชแบคทีเรีย 
Bacillus S11 ทีแ่ยกไดจากลํ าไสกุงกุลาดํ าที่มีสุขภาพดีและมีสมบัติเปนโพรไบโอติก เมื่อทดสอบ
คณุสมบัติตางๆแลวพบวาเปน Bacillus sp. โดยใชอาหารเลี้ยงกุงที่ผสมโพรไบโอติก เลี้ยงกุงเปน
เวลา 100 วัน พบวา กุงกุลาดํ าที่ไดรับอาหารที่ผสม Bacillus S11 จะมกีารเจริญเติบโต อัตราการ
รอดชวีติและความตานทานตอโรคสูงกวากุงกุลาดํ าที่ไดรับอาหารที่ไมผสม Bacillus S11 อยางมี
นยัสํ าคญั นอกจากนี้ไดทดสอบการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย Vibrio harveyi D331 พบวาหลังจาก
การเลีย้ง 10 วันกุงกุลาดํ าในกลุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิต 26 % แตกุงกุลาดํ าในกลุมที่มีการ
เติม Bacillus S11 มอัีตราการรอดชีวิต 100%

Nikoskelainen et al.(2001) รายงานการใช Lactobacillus rhamnosus ซึง่มีสมบัติเปน
โพรไบโอติกในคนปองกันโรค furanculosis ซึ่งมีสาเหตุมาจาก Aeromonas salmonicida ใน 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) พบวา ที่ความเขมขนของ Lactobacillus rhamnosus
109 เซลล/มล. มีเปอรเซ็นตการตาย 18.9 % ความเขมขน 1012 เซลล/มล. มีเปอรเซ็นตการตาย 
46.3 % และกลุมควบคุมมีเปอรเซ็นตการตาย 52.6 %
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Nikoskelainen et al.(2001) ศกึษาลกัษณะและคุณสมบัติของแบคทีเรียที่มีแนวโนมที่จะ
ใชเปนโพรไบโอติกในคน 6 สายพันธุ ซึ่งไดแก Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 / 
Lactobacillus casei Shirota / Lactobacillus  bulgaricus / Lactobacillus rhamnosus LC 
705 / Bifidobacterium lactis Bb 12 / Lactobacillus johnsonii La 1 และ ในสัตว 1 สายพันธุ 
คือ Enterococcus faecium Tehobak เพือ่ใชในการปองกันการเกิดโรคซึ่งเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย
กอโรค 3 สายพันธุ ไดแก Vibrio anguillarum / Flavobacterium psychrophilum และ 
Aeromonas salmonicida ใน rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ดวยเทคนิค in vitro ติด
ตามผลการยึดติดบนเมือก การเจาะทะลุเมือก การยับยั้งการเจริญและการยึดติดของแบคทีเรียกอ
โรคดวยการติดฉลากสารกัมมันตรังสี [methyl-1,2-3H]thymidine บนแบคทีเรียที่สนใจ นอกจากนี้
ยงัหาความสามารถในการตานทานตอนํ้ าดีอีกดวย พบวา โพรไบโอติกมีความสามารถในการยึด
ตดิและเจาะทะลุเมือกของ rainbow trout ไดดี มีความสามารถในการยับยั้งและยึดติดกับเมือก
ของ rainbow trout ไดดีกวาแบคทีเรียกอโรค และตานทานตอนํ้ าดีไดดีกวาแบคทีเรียกอโรคเชนกัน

Gatesoupe(2002)  รายงานการใชโพรไบโอติก Bactocell (Pediococcus acidilatici), 
Levucell (Saccharomyces cerevisiae) และฟอรมัลดีไฮดในการลดปริมาณ Vibrio 
alginolyticus ใน Artemia nauplii เพือ่ใชในการเลี้ยง pollack วัยออน พบวา เมื่อนํ า Artemia ไป
ฝกตัวในนํ้ าที่มีฟอรมัลดีไฮดปริมาณ 50 และ 100 มลิลิกรัม/ลติร อัตราการฝกตัวของ Artemia ไม
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ จากนั้นนํ า Artemia ที่ฝกตัวในนํ้ าที่มีฟอรมัลดีไฮดปริมาณ 50
มิลลิกรัม/ลติร ไปเลี้ยง Pollack(Pollachius pollachius) ตดิตอกันนาน 3 เดือน ทํ าใหคุณสมบัติ
ทางกายภาพและทางพันธุกรรมของ Vibrio alginolyticus เปลี่ยนแปลงไป  และเมื่อนํ า Artemia ที่
ฟกตวัในโพรไบโอติกไปเลี้ยง pollack  วัยออน สามารถทํ าใหปลามีนํ้ าหนักมากกวากลุมควบคุม
ซึ่ง Artemia ไมไดฟกตัวในโพรไบโอติก

Villamil et al.(2003) รายงานการควบคุม Vibrio alginolyticus ใน Artemia ดวยโพรไบ
โอติกแบคทีเรีย พบวา Lactobacillus brevis  สามารถกํ าจัด Vibrio alginolyticus ในนํ้ าเลี้ยง 
Artemia ไดทัง้หมด สวนใน Artemia ม ี 2 สายพันธุที่สามารถกํ าจัด Vibrio alginolyticus ไดทั้ง
หมด คือ Lactobacillus casei และ Lactobacillus brevis  เมือ่ทดสอบผลของ extracellular 
products ของทัง้ 6 สายพนัธุที่ศึกษา พบวา ทั้ง 6 สายพันธุ ซึ่งไดแก Lactobacillus helveticus / 
Lactobacillus casei / Lactobacillus brevis / Lactobacillus mesenteroidesI / Lactibacillus 
lactis และ Lactobacillus acidilatici สามารถทํ าใหจํ านวน Vibrio alginolyticus ลดลงได

ศริิเพ็ญ(2546) รายงานการใช Bacillus P11  ผสมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํ าเปนระยะเวลา 
100 วนั พบวา กลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม Bacillus P11 มกีารเจริญเติบโตดีกวากุงกลุมควบคุม
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ(p<0.05) และสามารถพบเซลลแบคทีเรียรูปแทงคลาย Bacillus ที่
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บริเวณผนงัลํ าไสกุงในกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม Bacillus P11 ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด และเมื่อเหนี่ยวนํ าใหกุงเกิดโรคดวย Vibrio harveyi 639 พบวา กุงในกลุมที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสม Bacillus P11 สามารถตานทานโรคไดดีกวากุงในกลุมควบคุม

3. แลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.1 ขอมลูทั่วไปและการจัดจํ าแนก

แลกตกิแอซดิแบคทเีรียเปนแบคทีเรียที่มีวิวัฒนาการมายาวนาน ทํ าใหมีการเปลี่ยนแปลง
สกลุและมสีกุลใหมเกิดขึ้นอยูตลอดเวลา(Sillanpaa, 2001) โดยทั่วไปมีรูปรางทอนและกลม มีการ
จดัเรยีงตัวทั้งแบบคู, ส่ี, กลุมหรือสายโซยาว  ตดิสแีกรมบวก  ไมเคลื่อนที่  ไมมีไซโทโครม   ไม
สรางสปอร คะตะเลสลบ ตองการอากาศเพียงเล็กนอยหรือบางชนิดไมตองการอากาศ ผลิตภัณฑ
หลกัทีไ่ดจากการหมักคือกรดแลกติก ตองการสารอาหารที่ซับซอน ตองการคารโบไฮเดรต กรดอะ
มโิน เปปไทด อนุพันธของกรดนิวคลีอิกและวิตามินตางๆ(Ringo et al., 1998) สามารถพบไดตาม
ธรรมชาตทิัว่ไป เชน เนื้อสัตวและผลิตภัณฑ ผักและผลไม นมและผลิตภัณฑ ในระบบทางเดิน
หายใจ ระบบทางเดินอาหาร รวมถึงสิ่งขับถายของมนุษยและสัตว(พงษเทพ, 2546)

แลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถแบงไดตามลักษณะการหมักไดเปน 2 กลุม(ฐิติพงศ, 
2538) คอื Homofermentative Lactic Acid Bacteria ไดแก แลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถ
หมกันํ ้าตาลกลโูคส หรือ นํ้ าตาลที่มีคารบอน 6 ตัว ใหกรดแลกติก 85-95 % สวนที่เหลืออาจนํ าไป
ใชเพื่อใหพลังงาน และ Heterofermentative Lactic Acid Bacteria ไดแก แลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ทีส่ามารถหมกันํ ้าตาลกลูโคส หรือ นํ้ าตาลที่มีคารบอน 6 ตัว ใหกรดแลกติกประมาณ 50 % สวนที่
เหลอืเปนกรดอะซิติกและเอทิลแอลกอฮอล 20-25 % และสรางคารบอนไดออกไซด 20-25 %

การจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถใชลักษณะทางกายภาพ สมบัติทางชีวเคมี 
ลกัษณะสณัฐานวิทยา องคประกอบของผนังเซลล กรดไขมันภายในเซลล G+C(โมล%)ในDNA 
รวมถงึระดับยอย คือ ระดับ rRNA ได(Christensen et al., 1999) และในปจจุบันมีการนํ าเทคนิค
ในระดบัโมเลกุลมาใชในการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยางกวางขวาง(Sillanpaa, 2001) มี
รายงานการจัดจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียไวแตกตางกัน ดังนี้

Ringo(1997) จํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียได 8 สกุล ดังนี้ Streptococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus และ  
Carnobacterium
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Axelsson(1998) จํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียได 12 สกุล ไดแก Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Streptococcus และ 
Weissella

Sillanpaa(2001) รายงานเกี่ยวกับการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียไว 13 สกุล โดย 12 
สกลุแรกนั้นเหมือนกับที่ Axelsson(1998) ไดรายงานไว แตเพิ่ม Streptococcus sensu stricto 
ขึน้มาอีก 1 สกุล

3.2 แลกตกิแอซิดแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารปลา

แลกติกแอซิดแบคทีเรียเปนแบคทีเรียที่พบมากในระบบทางเดินอาหารของมนุษย สัตว
เลีย้งลูกดวยนม  และมรีายงานวาแบคทีเรียกลุมนี้มีสมบัติเปนโพรไบโอติก(Ouwehand et al., 
1999, Nikoskelainen et al., 2001) ในปลากเ็ชนเดียวกัน มีรายงานหลายฉบับรายงานเกี่ยวกับ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียวาเปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในระบบทางเดินอาหารของปลาและมี
สมบัตเิปนโพรไบโอติกดวย(Gildberg et al.,1995, Gildberg et al.,1998, Gatesoupe, 1999) 
แตแบคทเีรียในทางเดินอาหารปลาจะเปนแบคทีเรียที่เปลี่ยนแปลงไดงาย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสภาพแวด
ลอม  คุณภาพนํ้ าเลี้ยง และอาหาร

Hagi et al.(2004) รายงานความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของแลกติกแอซิด
แบคทเีรียในฤดูกาลตางๆ ในลํ าไสของปลา 4 ชนิด ไดแก silver carp(Hypophthalmichthys 
molitrix), common carp(Cyprinus carpio), channel catfish(Ictalurus punctatus)และ
deepboied crucian carp(Carassius cuvieri) ทีเ่ลี้ยงใน Kasumigaura Lake ประเทศญี่ปุน พบ
วา สายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะโดดเดนแตกตางกันตามฤดูกาล กลาวคือ ในเดือน
กรกฎาคม 2001 ซึ่งอยู ในชวงฤดูรอน(อุณหภูมิของนํ้ าสูงกวา 20 องศาเซลเซียส) พบ 
Lactococcus lactis จ ํานวนมากในลํ าไสของปลาทุกชนิด และในเดือนธันวาคม 2001 ซึ่งอยูใน
ชวงฤดหูนาว(อุณหภูมิของนํ้ า 4-10 องศาเซลเซียส) พบ Lactococcus raffinolactis จํ านวนมาก
ในปลาทุกชนิด เมื่อทํ าการทดลองในชวงเวลาเดียวกันในปถัดมาก็ใหผลการทดลองเชนเดียวกัน  
สวนในฤดใูบไมผลิและใบไมรวง(อุณหภูมิของนํ้ าอยูระหวาง 13-17 องศาเซลเซียส) สายพันธุของ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียในลํ าไสของปลาจะเปลีย่นแปลงตลอดเวลา ทํ าใหไมมีสายพันธุใดโดดเดน
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3.3 สารยบัยั้งการเจริญที่ผลิตโดยแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.3.1 กรดอินทรีย
กรดอนิทรยีที่แลกติกแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นระหวางการเจริญ ทํ าใหคา pH ลดลงใน

ชวงแรกของการเจริญ มีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกลุมไมทนกรด เชน Bacillus sp., 
Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas sp. เปนตน กรดอินทรียมีผลยับยั้งกระบวน
การเมแทบอลิซึมที่จํ าเปนตอการดํ ารงชีพของจุลินทรีย โดยการเกิดปฏิกิริยากับเซลลหรือหนวง
เหนีย่วการเจริญของจุลินทรียนั้น(Fuller, 1989)

3.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
แลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด(H2O2)ระหวางการเจริญได

โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงในเซลลที่มีอากาศโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดที่สรางจะถูกสะสมไวในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเจริญเนื่องจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ขาดเอนไซมคะตะเลส ทํ าใหไมสามารถคะตะไลสไฮโดรเจนเปอรออกไซดได ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดอยางกวางขวาง เชน Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas spp. เปนตน(Mayra and Bigret, 1993)

3.3.3 ไดอะซิทิล
ไดอะซิทิล(2,3-butanedione) เปนผลิตภัณฑตัวสุดทายที่สรางมาจากไพรูเวท เปนสารที่

มกีลิน่หอม สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งยีสตและแบคทีเรียแกรมลบ เชน Listeria monocytogenes, L. 
ivanoii, L. innocua, Salmonella Anatum, S. Typhimurium, Yersinia enterocolitica, 
Escherichia coli  และ Aeromonas hydrophila(Jay, 1982)

3.3 4 คารบอนไดออกไซด
กาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิตสวนใหญที่เกิดจากกระบวนการหมักนํ้ าตาลแบบ 

heterofermentation โดยแลกติกแอซิดแบคทเีรีย ซึ่งกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นจะไปแทนที่
กาซออกซเิจนในสภาวะแวดลอมรอบๆ ทํ าใหเกิดสภาวะ anaerobe ซึ่งไมเหมาะกับการเจริญของ
จลิุนทรยีทีต่องการใชออกซิเจน โดยเฉพาะในกลุมของเชื้อรา นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยัง
ทํ าใหคาความเปนกรด-ดางในเซลลและรอบๆเซลลลดลงมีผลทํ าใหเยื่อหุมเซลลถูกทํ าลาย(พงษ
เทพ, 2546)

3.3.5 อะซิทัลดีไฮด
เกิดขึ้นในระหว างกระบวนการเมแทบอลิซึมของคาร โบไฮเดรตแบบ  hetero

fermentative ของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในสภาวะที่ไมมีเอนไซม alcohol dehydrogenase ทํ า
ใหเกิดการสรางและขับอะซิทัลดีไฮดออกมาภายนอกเซลล โดยผลของอะซิทัลดีไฮดตอจุลินทรีย
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ชนดิตางๆนัน้ยงัไมมรีายงานการศึกษาวิจัยมากนัก เพียงแตมีรายงานวาอะซิทัลดีไฮดที่มีความเขม
ขนระหวาง 10-100 สวนในลานสวน สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคได(พงษ
เทพ, 2546)

3.3.6 แบคเทอริโอซิน
แบคเทอริโอซินจัดเปนสารตานจุลชีพ(Antimicrobial substance)(De Vuyst and 

Vandamme, 1994) มีโครงสรางเปนสายเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของแบคทเีรียที่มีความไวตอสารดังกลาวแตไมทํ าลายหรือเปนพิษตอเซลลที่ผลิต โดยแบคเทอริโอ
ซนิแตละชนดิจะมจีํ านวนและชนิดของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลที่แตกตางกัน ในบางครั้งอาจพบ
กรดอะมิโนที่ไมพบในโปรตีนทั่วไป เชน พบ dehydroalanine และ dehydrobutyrine ในไนซิน ซึ่ง
เปนแบคเทอริโอซินชนิดหนึ่ง นอกจากนี้แบคเทอริโอซินยังถูกทํ าลายไดดวยเอนไซมยอยสลาย
โปรตีน(proteolytic enzyme) โดยแบคเทอริโอซินจัดเปนสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มี
ความแตกตางจากสารปฏิชีวนะ ซึ่งสามารถสรุปความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสาร
ปฏิชวีนะไวในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ

ลักษณะและคุณสมบัติ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ
การนํ าไปใชงาน ทางอาหาร ทางการแพทย
กระบวนการสังเคราะห ผลิตจากไรโบโซม ผลิ ตผ  าน  s e c o n d a r y  

metabolite
ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ยั บ ยั้ ง
แบคทเีรียเปาหมายที่หลากหลาย

นอย มาก

การสรางระบบภูมิคุมกันตนเอง
ของเซลลผูผลิต

มี ไมมี

การตอตานของเซลลเปาหมาย ปรับสภาพองคประกอบของ
เยื่อหุมเซลล

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุ
กรรม

ปฏิกิริยาตอเซลลเปาหมาย ท ําใหเกิดรูที่เยื่อหุมเซลล ท ําลายเยื่อหุมเซลลหรือโครง
สรางภายในเซลล

ความเปนพิษของผลขางเคียง ยงัไมมีรายงาน มี
ที่มา : พงษเทพ, 2546
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3.4 กลไกการออกฤทธิ์ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย(คนึงนิจ, 2540)

3.4.1 เมือ่สัตวกินจุลินทรีย เชน แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกเขาไปแบคทีเรีย
นั้นจะแพรพันธุและเกาะผนังทางเดินอาหารเปนผลใหจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคเกาะผนังลํ าไสยาก
ขึ้น

3.4.2 แลกติกแอซิดแบคทีเรียจะสรางกรดอินทรียและไฮโรเจนเปอรออกไซด ซึ่งเปนผล
ใหคา pH ในระบบทางเดนิอาหารเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งผลดังกลาวไมเหมาะกับการยึดเกาะและเพิ่ม
จ ํานวนจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรค

3.4.3 การสรางเอนไซม แบคทีเรียบางชนิด เชน Lactobacilli   สรางแล็กเทสและอะไม
เลส ท ําใหไดรับเอนไซมมากขึ้นเปนผลทํ าใหการยอยอาหารเพิ่มมากขึ้น โดยมีการทํ างานแบบพึ่ง
พาอาศยักนั(symbiosis)ของเอนไซมในระบบทางเดินอาหารและกระบวนการยอยอาหาร

3.4.4 การสรางวติามนิบี จุลินทรียที่เปนโพรไบโอติกสามารถสรางวิตามินบีหลายชนิด
ในทางเดินอาหาร ทํ าใหการเจริญเติบโตของสัตวดีข้ึน   เนือ่งจากมสีวนเกี่ยวของกับการสังเคราะห
กรดอะมิโน การสรางโปรตีน และยังเกี่ยวของกับการทํ างานของประสาทสวนกลาง

3.4.5 การสรางสารตานจุลชีพ มผีูพบสารตานจุลชีพหลายชนิดจากสายพันธุที่แนนอน
ของ Lactobacilli และ Streptococci ดังนี้ Acidophilin, Lactocidin, Acidolin, Lactolin, Nisin 
and diplococcin

3.4.6 การเปลีย่นจุลินทรียในทางเดินอาหาร  โดยเสรมิจุลินทรียที่เปนประโยชนใหแก
สัตวตั้งแตแรกเกิดเพื่อปรับจุลินทรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหาร เปนการชวยควบคุมจุลินทรียกอ
โรค

3.4.7 การแขงขันเพื่อยับยั้งการออกฤทธิ์ ในป 1988 และป 1989 Stark และ Wilkinson 
ไดวิจัยการแขงขันการเกาะ การจับและการกอตัวในทางเดินอาหารของสุกรและไกของ 
Lactobacilli และแบคทเีรียทีท่ํ าใหเกิดโรค เพื่อครอบครองพื้นที่ทางเดินอาหาร พบวา Lactobacilli
จะแยงจับและกอตัวในทางเดินอาหารทํ าใหจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคไมสามารถเกาะหรือกอตัวใน
ทางเดินอาหาร หรือปองกันการเกาะตัวโดยตรงตอเซลลทางเดินอาหารยับยั้งการออกฤทธิ์ของ
แบคทเีรียที่ทํ าใหเกิดโรคทํ าใหสัตวมีสุขภาพดี

3.4.8 กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ (Non-specific immunomodulator) ในลูกสุกร
ทีใ่หกิน  Lactobacilli พบวา Lactobacilli จะท ําหนาที่เหมือนตัวกระตุนภูมิคุมกันโดยกระตุน
ภูมคิุมกนับางชนิดในทางเดินอาหาร



บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

อุปกรณสํ าคัญที่ใชในการศึกษา มีดังนี้

1. เครือ่งปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ(Refrigerated centrifuge) รุน Centrikon T-42K ของ
บริษัท Kontron  Instrument., Germany

2. เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ(Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 
Beckman, USA

3. เครือ่งวัดคาพีเอช(pH meter) HANNA instruments รุน HI 8424

4. เครือ่งผสมสาร(Vortex mixter) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 
Switzerland

5.   หมออบฆาเชื้อดวยไอนํ้ า(Autoclave) รุน HA-36 ของบริษัท Hirayama Manufacturing   
Corporation,   Japan

6. ตูบมเชื้อ(Incubator) รุน RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany

7. เครื่องเขยา(Shaker)

8. เครือ่งชั่งนํ้ าหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany

9. ชดุเครือ่งมือทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ของบริษัท Biorad, USA

10. เครือ่งสองเจลดวยแสงอัลตราไวโอเลต ของบริษัท Biorad, USA
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11. ชดุทดสอบความเปนดาง AQUA-VBC ของคณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย

12. ชดุทดสอบไนไตรท, ไนเตรท, ฟอสเฟต และ แอมโมเนียรวม ของบริษัท SERA ,
      Germany

เคมีภัณฑ

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแลกโตแบซิลไล เอ็ม อาร เอส (Lactobacilli MRS broth) ของบริษัท 
Difco Laboratories,USA

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย  (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco 
Laboratories,USA

3. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย  (Tryptic soy Agar) ของบริษัท  Difco 
Laboratories,USA

4. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท (Thiosulfate citrate bile salt agar) 
ของบริษัท Difco Laboratories,USA

สารเคมสีํ าหรับการศึกษา Immunohistochemistry

1. เอทิลแอลกอฮอล 70, 80, 90 และ 95 %(ปริมาตร/ปริมาตร)

2. นอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล

3. ไซลีน

4. ฟอรมัลดีไฮด

5. 0.15 โมลาร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.2

6. สารละลาย P1
+ (calf bovine serum:PBS dilution 1:10)
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7. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด

8. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 %(ปริมาตร/ปริมาตร)

9. อิโอซิน 0.02 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

10. ฮมีาทอกไซลีน

11. พาราพลาส พลัส พาราฟน

12. สารละลายเคลือบสไลดเจลาติน

13. Davidson’s fixative

14. โซเดียมไฮดรอกไซด

15. กรดไฮโดรคลอริก

16. เปอรเมาท

17. โมโนโคลและโพลีโคลตอ Aeromonas hydrophila เอือ้เฟอจากหองปฏิบัติการเทคโนโลยี
ชวีภาพสตัว ภายใตการดูแลของ รศ. ดร. ไพศาล สิทธิกรกุล ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร

สารเคมสีํ าหรับการหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA

1. โซเดียมคลอไรด 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

2. บฟัเฟอร TE

3. Tris-HCl

4. อะกาโรสเจล

5. บฟัเฟอร TBE

6. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด

7. สารละลาย dNTP
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วธิดํี าเนินการทดลอง

1. การคดัแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

น ําปลากะพงขาวที่จับไดจากธรรมชาติและจากฟารมเลี้ยงแหลงตางๆ เชน ตลาดสดสาม
ยาน  ตลาดสดมหาชยั กระชังเพาะเลี้ยงปลาในจังหวัดสมุทรสงคราม สมุทรสาคร  บอเลี้ยงใน
จงัหวดัสมทุรสาคร  สะพานปลาในจังหวัดตรัง ขนาด 3-5 กิโลกรัม มาตดัทางเดินอาหารโดยวิธี
ปลอดเชื้อ จากนั้นนํ าทางเดินอาหารมาผาออกเพื่อเปดทางเดินอาหาร ใสลงไปในอาหารเหลว 
MRS ทีม่ีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แลวนํ ามา
กระจายเชื้อในอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) และบรอมเครเซิล เพอ
เพลิ เปนอนิดเิคเตอร สังเกตโคโลนีที่มีสีเหลือง เลือกโคโลนีเหลานั้นมาขีดแยกบนอาหารแข็ง MRS 
ทีม่ีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ซํ้ า 3 ครัง้ เพื่อใหไดแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่บริสุทธิ์

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

2.1 การเตรยีมสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

นํ าแลกติกแอซิดแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่แยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด  2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํ ามาปน
เหวีย่งแยกเซลลดวยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นํ า
สวนใสทีไ่ดมาผานแผนกรอง (Millipore Membrane Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แบงสวนใสที่
ไดออกเปน 2 สวน สวนแรกนํ ามาใชไดทันทีโดยไมตองปรับ pH และนํ าสวนที่สองมาปรับ pH ให
ได 6.5 โดยใช 1.0 นอรมัล โซเดียมไฮดรอกไซด

2.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ

เชื้อทดสอบที่ใชในการทดลองนี้เปนแบคทีเรียในกลุม Vibrionaceae ไดแก Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila เพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเร็ว 
200 รอบ/นาท ี เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนํ าแตละเชื้อมาปรับความขุนใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 
660 นาโนเมตร เทากับ 0.5 ใชสํ าลีพันปลายไม swab เชื้อบนอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีโซเดียม
คลอไรด 2 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ใชที่เจาะวุนเบอร 4(เสนผานศูนยกลาง 9 มิลลิเมตร) เจาะลงบน
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วุนเพาะเชือ้จ ํานวน 4 หลุม/จานเลี้ยงเชื้อ โดยใหแตละหลุมหางกันพอสมควรหยดสวนใสที่ไดจาก
ขอ 2.1 หลมุละ 100 ไมโครลิตร นํ าจานเพาะเชื้อไปไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง 
แลวจงึน ําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง

3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.1 ลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (Cultural Characteristics)

ศกึษาลกัษณะและสีของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ า
หนกั/ปริมาตร) เมือ่บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

3.2 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological Characteristics)

ศกึษาการยอมสีแกรมดูการติดสี รูปราง ขนาด และการจัดเรียงตัว ดวยกลองจุลทรรศน

3.3 ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี (Physiological and biochemical
Characteristics)

ดังตอไปนี้
3.3.1 ความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส(ภาคผนวก ค. หมายเลข 2)
3.3.2 คณุสมบัติการเปนแลกติกแอซิดแบคทีเรียประเภท Homofermentative หรือ
Heterofermentative(ภาคผนวก ค. หมายเลข 3)
3.3.3 ความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรตบางชนิดโดยใชนํ้ าตาลทดสอบ(ภาค
ผนวก ค. หมายเลข 9)

3.4 ศกึษาการเจริญของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารที่มีเกลือระดับความ
เขมขนตางๆ

สงัเกตการเจริญของเชื้อโดยใชอาหารเหลว MRS ทีม่เีกลือ(NaCl)ความเขมขน 2, 4, 6, 8, 
10 และ 12 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)  pH 6.5-6.8 บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่ว
โมง โดยการติดตามดูความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอรจากสี
มวงเปนสีเหลือง(ภาคผนวก ค. หมายเลข 10)
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3.5 ศกึษาการเจริญของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารที่มีเกลือนํ้ าดีระดับ
ความเขมขนตางๆ

สงัเกตการเจริญของเชื้อโดยใชอาหารเหลว MRS ทีม่เีกลือนํ้ าดีความเขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 
0.7, 1 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) pH 6.5-6.8 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย
การติดตามดูความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอรจากสีมวงเปนสี
เหลอืง(ภาคผนวก ค. หมายเลข 11)

4. การเตรยีมอาหารผสมแบบเปยก(Moist Diet)สํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

4.1 วเิคราะหสวนประกอบแตละสวนของอาหารปลา

หาระดบัโปรตนีและไขมันในสวนประกอบตางๆ ไดแก ปลาปน, แปงสาลี, กากถั่วเหลือง, 
กลูเตน (Wheat gluten), เปลือกกุงปน จากนั้นทํ าการคํ านวณเพื่อใหไดระดับโปรตีนและไขมันตาม
สตูรอาหารที่ตองการ(Boonyaratpalin, 1997)

4.2 ผสมสวนประกอบตางๆใหเขากันดวยเครื่องผสม

ผสมปลาเปดบด, ปลาปน, เปลือกกุงปน, กากถั่วเหลือง ใหเขากัน แลวนํ าแปงสาลีและกลู
เตนทีล่ะลายในนํ ้าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส มาผสมใหเขากันอีกครั้ง รอใหเย็น จากนั้นเติมนํ้ า
มนัทนูา, นํ ้ามนัพืช, วิตามินรวม, แรธาตุรวม, วิตามินซี (Ascorbic acid) และนํ้ า นํ าเขาเครื่องผสม

4.3 อัดอาหารปลาดวยเครื่องอัดอาหารผสมแบบเปยก

นํ าอาหารที่ไดจากขอ 4.2 เขาเครื่องบดเนื้อที่มีรูหนาแวนขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 
มลิลิเมตร จะไดอาหารผสมแบบเปยก เก็บอาหารที่ได ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยาง
ไปวเิคราะหหาระดับความชื้น, โปรตีน, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการ
วเิคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
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5. การหาคาความเขมขนของเชื้อทดสอบทีท่ ําใหปลากะพงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต
( Median Lethal concentration; LC50 ) ตามวิธีของสมบัติ, 2542

5.1 การเตรียมเชื้อทดสอบ

เลี้ยง A. hydrophila ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ า
หนกั/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง หาจํ านวน A.  hydrophila  
ใน 1 มลิลิลิตร  ดวยวิธี Total plate count โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % 
(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) เพื่อใชคํ านวณจํ านวนเซลลที่ตองการในนํ้ าเลี้ยงปลา

5.2 ทดสอบหาความเขมขนที่ทํ าใหปลาตาย 50 %

แบงปลากะพงขาวอาย ุ 30 วัน จ ํานวน 360 ตัว ใสตูกระจกที่บรรจุนํ้ า 20 ลิตร ความเค็ม 
20 สวนในพนัสวน ใหอากาศตลอดเวลา เลี้ยงตูละ 30 ตัว จํ านวน 12 ตู แยกเปน 4 กลุมทดลอง 
กลุมละ 3 ซํ้ า เติม A. hydrophila ทีเ่ตรยีมไดจากขอ 5.1 ลงในนํ้ าเลี้ยงปลาปรับใหมีความเขมขน
ตางกนั 3 ระดับใน 3 กลุมทดลอง และอีก 1 กลุม เปนกลุมควบคุมไมมีการเติม A. hydrophila
เกบ็ตวัอยางนํ้ าจากทุกตูหลังเติม A. hydrophila เพือ่หาจํ านวน A. hydrophila ทีแ่นนอนในนํ้ า 
ดวยวิธี Total plate count  โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ทีม่โีซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ าหนัก/
ปริมาตร)

ตลอดการทดลองปลาทุกกลุมการทดลองจะไดรับอาหารที่เตรียมไดจากขอ 4 วันละ 2 คร้ัง 
บนัทกึจ ํานวนปลาทีต่ายในแตละกลุม ที่เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง นํ าขอมูลไปคํ านวณ
หา LD50 โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร โพรบิทอะนาลิซิส(probit analysis)

5.3 ตรวจหา Aeromonas hydrophila ในปลาที่ตาย

น ําปลาทีต่ายมาลางดวยนํ้ าเกลือปลอดเชื้อ 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) (NSS 0.85 %)  ตี
ปนดวยเครื่อง Stomacher ในอัตราสวนปลาตอ NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) เทากับ 1:9 ทํ า
การเจอืจางลํ าดับสวน (10-fold dilution) และใชวิธี plate count โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ที่
มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)
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6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงในตู
กระจก

6.1 เตรียมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดมาเพาะในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง นํ าไปปนเหวี่ยงที่
ความเรว็ 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

6.2 ผสมเซลลแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากะพงขาว

ผสมเซลลสดที่เตรียมไดจากขอ 6.1 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวใหไดปริมาณเซลล
ประมาณ 107 เซลล/กรัมอาหาร

6.3 ตรวจนบัปริมาณเซลลที่มีชีวิตในอาหารปลากะพงขาว(จากขอ 6.2)

น ําอาหารเลีย้งปลากะพงขาว 1 กรัม มาแขวนลอยใน NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) 
ปริมาตร 9 มลิลิลิตร เจือจางตามลํ าดับนํ าคาการเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร มากระจายเชื้อ
บนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % (นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง ตรวจนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เกบ็อาหารทีไ่ด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยางไปวิเคราะหหาระดับความชื้น, 
โปรตนี, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตว
บาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร

7. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วนั ในตูกระจก

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 30 วัน ในตูกระจกที่บรรจุนํ้ า 20 ลิตร ความเค็ม 20 สวนในพัน
สวน ใหอากาศตลอดเวลา เลี้ยงตูละ 20 ตัว ปรับสภาพปลากอนการทดลอง 1 สัปดาห การทดลอง
แบงเปน 6 กลุมทดลอง กลุมละ 2 ซํ้ า ไดแก กลุมควบคุม เลี้ยงปลากะพงขาวโดยใหอาหารที่ไมมี
การผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย และ กลุมทดลองที ่ 1-5 เลี้ยงปลากะพงขาวโดยใหอาหารที่ผสม
ดวยแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกได โดยทุกกลุมเลี้ยงดวยอาหารที่ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร ทกุกลุมทดลองใหอาหารวันละ 2 คร้ัง   โดยใหอาหารครั้งละ 
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10 %(นํ ้าหนกัอาหารแหง/นํ้ าหนักปลา) ทํ าการบันทึกผลการทดลองทุก 15 วัน โดยติดตามนํ้ า
หนกั, ความยาวของปลา, แบคทีเรียและคุณภาพนํ้ าในนํ้ าเลี้ยงปลา เปรียบเทียบนํ้ าหนักและความ
ยาวของปลากะพงขาวทุกกลุมทดลอง วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช ANOVA และ Duncan’s 
multiple range test

8. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  

เลี้ยงแบคทีเรียกอโรค A. hydrophila ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % 
(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง นํ ามาทดสอบความ
ตานทานตอการเกิดโรคโดยวิธีแช(Immersion challenge) ใช A. hydrophila ความเขมขน 107

เซลล/มลิลิลิตร เติมลงในตูเลี้ยงปลาทั้งกลุมควบคุมและกลุมทดลอง โดยปลาที่ใชทดสอบไดจาก
การรวบรวมปลาที่รอดชีวิตจาการเลี้ยงในขอ 7 ทดสอบเปนระยะเวลา 7 วัน ติดตามจํ านวนปลาที่
รอดชีวิตวนัละ 1 ครัง้, แบคทีเรียในนํ้ าและในทางเดินอาหาร, อาการของปลาและยืนยันวาปลาติด
เชื้อ A. hydrophila ดวยวิธี plate count(เชนเดียวกับขอ 5.2)

9. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงใน
กระชัง

9.1 เตรียมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดมาเพาะในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด  0.4 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง เพือ่ใชเปนหัวเชื้อในการขยายขนาดการเลี้ยงแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS ที่
มีโซเดียมคลอไรด 0.4 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง น ําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

9.2 ผสมเซลลแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากะพงขาว

ผสมเซลลสดที่เตรียมไดจากขอ 9.1 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวใหไดปริมาณเซลล
ประมาณ 105, 107 เซลล/กรัมอาหาร
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9.3 ตรวจนบัปรมิาณเซลลที่มีชีวิตในอาหารปลากะพงขาว(จากขอ 9.2)

น ําอาหารเลีย้งปลากะพงขาว 1 กรัม มาแขวนลอยใน NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) 
ปริมาตร 9 มลิลิลิตร เจือจางตามลํ าดับนํ าคาการเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร มากระจายเชื้อ
บนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด  0.4 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ตรวจนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เกบ็อาหารทีไ่ด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยางไปวิเคราะหหาระดับความชื้น, 
โปรตนี, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตว
บาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร

10. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชัง

10.1 สถานที่เลี้ยง

เลีย้งในบอเนือ้ที่ประมาณ 1 ไร ที่ตํ าบล บึงบอน อํ าเภอ หนองเสือ จังหวัด ปทุมธานี ความ
เคม็ของนํ ้าในบอ 4 สวนในพันสวน โดยใชอวนไนลอนสีฟาขนาดตา 1 มิลลิเมตร  ขนาด 1.5 x 1.5
x 1.0 เมตร สูงจากกนบอ 0.5 เมตร  ทั้งหมด 18 กระชัง

10.2 การเลี้ยงปลาในกระชัง

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน กระชงัละ 60 ตัว ปรับสภาพปลากอนการทดลอง 1 
สปัดาห การทดลองแบงเปน 3 กลุมทดลอง กลุมละ 6 ซํ้ า ไดแก กลุมควบคุม เลี้ยงปลากะพงขาว
ดวยอาหารทีไ่มผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย กลุมทดลองที่ 1 เลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่ผสม
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย 105 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/5) และกลุมทดลองที่ 2 เลี้ยงปลากะพงขาวที่
ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 107 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/7) ทุกกลุมทดลองใหอาหารวันละ 2 
ครัง้ โดยใหอาหารครั้งละ 10 %(นํ ้าหนกัอาหารแหง/นํ้ าหนักปลา) ทํ าการบันทึกผลการทดลองทุก 
15 วนั โดยตดิตามนํ ้าหนัก, ความยาวของปลา, แบคทีเรียและคุณภาพนํ้ าในนํ้ าเลี้ยงปลา เปรียบ
เทียบนํ้ าหนักและความยาวของปลากะพงขาวทุกกลุ มทดลอง วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช 
ANOVA และ Duncan’s multiple range test
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11. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  

เลี้ยงแบคทีเรียกอโรค A. hydrophila  ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  
0.4 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง เหวี่ยงแยกเซลล
ทีค่วามเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   นาน 15 นาทีแลวลางเซลลดวย NSS 
0.85 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) นํ ามาทดสอบความตานทานตอการเกิดโรคโดยวิธีฉีดเขาชองทอง 
(Intraperitoneal injection challenge) ใช A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร โดย
ปลาทีใ่ชทดสอบไดจากการรวบรวมปลาที่รอดชีวิตจาการเลี้ยงในขอ 10 ทดสอบเปนระยะเวลา 7 
วนั ติดตามจ ํานวนปลาที่รอดชีวิตวนัละ 1 ครัง้, แบคทีเรียในนํ้ าและในทางเดินอาหาร, อาการของ
ปลาและยืนยันวาปลาติดเชื้อ A. hydrophila ดวยเทคนิค Immunohistochemistry

12. การตรวจดแูบคทเีรียในทางเดินอาหารปลากะพงขาว โดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)

เมือ่เลีย้งปลากะพงขาวในกระชัง ครบ 60 วันแลว เก็บตัวอยางปลาทั้ง 3 กลุมทดลอง คือ 
กลุมควบคุม  กลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7 มาสองดูแบคทีเรียในทางเดินอาหารเพื่อตรวจหา 
LAB-4 โดยสงตรวจทีศ่นูยเครื่องมือวิทยาศาสตรแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิธีเตรียมตัวอยาง
เพือ่ศึกษาดวย SEM มีดังนี้

12.1 การเกบ็ตัวอยางและการรักษาตัวอยาง

นํ าตัวอยางมาลางในนํ้ าเกลือหรือบัฟเฟอรปลอดเชื้อ ดองตัวอยางในนํ้ ายาประเภทอัลดี
ไฮด หรอื Primary fixation ชนิดอื่น หลังการดองลางดวยนํ้ ายาบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ใชเปนตัวทํ า
ละลายใน fixation ทํ าการดองในนํ้ ายาออสเมี่ยม (post fixation)

12.2 การขจัดนํ้ าออก (dehydration) และการทํ าใหแหง (drying)

ขจดันํ ้าออกโดยใชเอทิลแอลกอฮอลหรืออะซิโตน จากความเขมขนขั้นตํ่ า(30 %) ไปจนถึง
ความเขมขนสูง(100 %) และท ําใหแหงในอากาศธรรมดาหรือวิธี critical point drying(CPD) วาง
แผนตวัอยาง บนแผนวางตัวอยาง (specimen stub)
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12.3 การฉาบผิวดวยโลหะหนัก (metal coating)

น ําตวัอยางที่แหงแลววางลง stub ใชกาวเชือ่มผิวลางของตัวอยางใหติดบน stub กาวที่ใช
จะเปนโลหะผสม หรือสารที่เปนตัวนํ าไฟฟา(conductive agent) เชน ผงถาน เรียกวา carbon 
colloidal adhesive การตดิตวัอยางบน stub นี้ เรียกวา mounting หลังจากนั้นนํ าตัวอยางไปฉาบ
ผวิดวยโมเลกลุของโลหะหนัก(metal coating) เชน ทองผสมพาลาเดียม ใน vacuum evaporator 
หรือ sputtering unit

12.4 การใชกลอง scanning electron microscope(SEM)

12.4.1 เปดระบบไฟฟาและเปดสวิทซระบบสูญญากาศใหไดสูญญากาศที่เหมาะสม
12.4.2 ตรวจสอบสภาพเครื่อง โดยใชตัวอยางเพื่อตรวจสอบคุณภาพ(control sample) 
วางบน stage ภายใน specimen chamber
12.4.3 เลอืก high voltage ที่เหมาะสมหลังจากไดทํ าใหมีสูญญากาศที่เหมาะสม แลว
ท ําใหเกิด electron beam
12.4.4 ทีก่ ําลงัขยาย 1,000-2,000 เทา เร่ิมทํ าการปรับลํ าแสง electron และ aperture 
ใหมแีนวเดียวกัน ขั้นตอนนี้เรียกวา beam alignment
12.4.5 แกไข astigmatism ที่กํ าลังขยายสูง( ประมาณ 80,000-100,000 เทา) จนภาพ
คมชัด
12.4.6 ปด electron beam และ high voltage
12.4.7 เปลีย่นตัวอยางเพื่อตรวจสอบ
12.4.8 เปด high voltage และ electron beam
12.4.9 ตรวจสอบตัวอยางตามกํ าลังขยายที่ตองการ
12.4.10 เลอืกบริเวณตัวอยางที่ตองการศึกษาและถายภาพ
12.4.11 เพิม่ก ําลงัขยายของภาพที่บริเวณนั้นและทํ าการ focus ใหภาพคมชัด
12.4.12 ลดก ําลงัขยายลงตามตองการเพื่อถายภาพ
12.4.13 เมือ่เสร็จภาระกิจแลว ลดกํ าลังขยายของกลอง(1,000 เทา) ปด electron 
beam และ high voltage ปดสวิทซเครื่องเมื่อเสร็จการใชงาน
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13. วิการของปลาที่ไดรับ Aeromonas hydrophila และการตรวจเนื้อเยื่อดวย 
Immunohistochemistry

สังเกตลักษณะภายนอกและอวัยวะภายในของปลาที่ไดรับเชื้อและตรวจเนื้อเยื่อดวย 
Immunohistochemistry โดยมีข้ันตอนตางๆ ดังนี้

13.1. การเตรียมเนื้อเยื่อทาง histology

13.1.1 น ําตวัอยางปลาและอวัยวะภายใน มาแชในนํ้ ายา Davidson’s fixative เปน
เวลา  24 ชัว่โมง
13.1.2 น ํามาลางโดยใหนํ้ าประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง เพื่อลางใหนํ้ ายาออก
13.1.3ขั้นตอนการดึงนํ้ าออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลลเปอรเซ็นต
ตางๆกัน
แชในเอทิลแอลกอฮอลล 70 % เปนเวลา 3 ชั่วโมง แชในเอทิลแอลกอฮอลล 90 % เปน

เวลา  3 ชัว่โมง แชในเอทิลแอลกอฮอลล 95 % จ ํานวน 2 คร้ัง เปนเวลา 2 ชั่วโมง นํ าออกไปแชใน
เอทิลแอลกอฮอลล 95 % ทีผ่สมกบันอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลลปริมาณ 1:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง แช
กบันอรมลับิวทิลแอลกอฮอลล เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลลที่ผสมกับไซลีน 
ปริมาณ 1:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง

13.1.4 ขัน้ตอนนํ าสารใหมเขามาแทนที่(clearing)
แชไซลนี จํ านวน 2 คร้ัง คร้ังละ 1 ชั่วโมง
13.1.5  ขัน้ตอนการแชใหแข็งตัว(impregnation) ในพาราพลาสต
แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวปริมาณ 1:1 เก็บในตูอบอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที แชในพาราพลาสตหลอมเหลว จํ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 45  นาที
13.1.6  ขัน้ตอนการฝงพาราพลาสต(embedding)
น ําอวยัวะในแตละสวนของปลา จัดเรียงในกนพิมพสี่เหลี่ยม จัดใหอวัยวะอยูตรงกลาง 

จากนัน้เทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปใหเต็มพิมพ ปดดวยกรอบพลาสติกดานบน ที่ตองนํ าไปใช
ในการตดัเนื้อเยื่อดวยเครื่องไมโครโตม รอจน แข็งตัวจึงแกะพิมพออก

13.1.7 ขัน้ตอนการตัดเนื้อเยื่อ(sectioning)
ตัดเนื้อเยื่อจากอวัยวะที่ฝงในพาราพลาสตดวยเครื่องไมโครโตมแบบใชมือหมุน(rotary 

microtome) ใหแตละชิ้นมีความหนา 0.8 ไมครอน เรียงตอกัน นํ าแผนเนื้อเยื่อที่ไดมาติดบนสไลด
แกวทีผ่านการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดยหยดนํ้ ากลั่นสะอาดลงบนสไลด 1 แผน ใหพอดี
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กบัขนาดเนือ้เยือ่ 3 ชิน้ จากนั้นนํ าเนื้อเยื่อลงวางบนหยดนํ้ า แลวนํ าไปวางบนแทนอุนสไลดที่ตั้ง
อุณหภมูไิว 50 องศาเซลเซียสเพื่อใหเนื้อเยื่อแผขยายจนตึงเรียบ จากนั้นดูดนํ้ าออกซับใหแหง จะ
ไดเนือ้เยื่อที่ติดตรึงบนสไลด แลวนํ าไปอบในตูอบ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง

13.2 กระบวนการยอมโดยวิธี Indirect peroxidase immunohistochemistry

13.2.1 ขัน้ตอนการเอาพาราพลาสตออก(deparaffination)
น ําสไลดที่ไดจากขั้นตอนขางตน วางบนตะกรา(slide basket) แชในไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 

10,5 และ 5 นาที
13.2.2 ขัน้ตอนการดึงนํ้ าเขาสูเนื้อเยื่อ(hydration) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ
แชในไซลนีที่ผสมนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล ปริมาณ 1:1 เปนเวลา 5 นาที นอรมัลบิวทิล

แอลกอฮอล เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 95 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 90 % 
เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 80 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 70 % เปนเวลา 5 
นาท ีนํ ้ากลัน่ เปนเวลา 5 นาที สารละลายฟอรมาลิน ความเขมขน 10 % เปนเวลา 10 นาที ลาง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จํ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที

13.2.3 ขัน้ตอนการใสแอนติบอดีที่ 1
นํ าสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใชปมสูญญากาศ หยด

สารละลาย P1
+ คลมุแตละเนื้อเยื่อดวยไมโครปเปต บมเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อปอง

กันการจับกันของโปรตีนแบบไมจํ าเพาะโดยวางสไลดในกลองที่ปดฝาภายในบุดวยกระดาษทิชชูที่
เปยกชืน้เพื่อรักษาความชื้นตลอดเวลา ดูดสารละลาย P1

+ ในแตละเนื้อเยื่อออก ยกเวนเนื้อเยื่อที่ 2 
ใหเปนเนื้อเยื่อควบคุม หยดแอนติบอดีที่ 1 ใหคลุมเนื้อเยื่อที่ 1 และ 3 โดยแอนติบอดีที่ใชมี 2 ชนิด 
ไดแก โมโนโคลนอลแอนติบอดี และโพลีโคลนอลแอนติบอดี โดยแอนติบอดีทั้งสองชนิดเจือจาง
ดวยสารละลาย P1

+ ปริมาณ 1:5 เกบ็ในกลองปองกันความชื้น นํ าไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชัว่โมง หรือ ที่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง

13.2.4 ขัน้ตอนการใสแอนติบอดีที่ 2
ลางแอนตบิอดีที่ 1 ออกจากเนื้อเยื่อดวยนํ้ ากลั่นอยางรวดเร็ว แชสารละลายฟอสเฟตบัฟ

เฟอร จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นํ าสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อ
โดยใชปมสูญญากาศ หยดแอนติบอดีที่ 2 ไดแก Goat antimouse IgG heavy และ light chain 
horseradish peroxidase conjugate(GAM-HRP) ทีเ่จอืจางในสารละลาย P1

+ ปริมาณ 1:1000 
ในทกุเนือ้เยือ่เกบ็ในกลองปองกันความชื้น นํ าไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หรือ 
ที ่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง
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13.2.5 ขัน้ตอนในการใสซับสเตรท
ลางแอนตบิอดีที่ 2 ออกจากเนื้อเยื่อดวยนํ้ ากลั่นอยางรวดเร็ว แชสารละลายฟอสเฟตบัฟ

เฟอร จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นํ าเนื้อเยื่อแตละสไลดมาทํ าปฏิกิริยากับ 3,3’ ไดอะมิโนเบนซิ
ดีนเตตระไฮโดรคลอไรด(DAB) 0.03 % ปริมาณ 15 มิลลิกรัม    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
0.006 % ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ที่ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 50 มิลลิลิตร เปนเวลา 
5 นาท ี ถงึขัน้นีเ้มืส่งัเกตจากกลองจุลทรรศนบริเวณที่ใหผลบวกจะสามารถเห็นเปนสีนํ้ าตาล ลาง
เนือ้เยือ่ดวยนํ้ ากลั่น 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

13.2.6 ขัน้ตอนการยอมสีฮีมาทอกไซลีน(hematoxylin)
น ําเนือ้เยื่อ 3 แผนแรก หรือ 1 ชุด มายอมสีฮีมาทอกไซลีน และอกี 1 ชุด ยอมสีอิโอซิน

เพยีงอยางเดียว น ําเนื้อเยื่อชุดแรกมายอมสฮีมีาทอกไซลีน เปนเวลา 10 นาที แชเนื้อเยื่อในสาร
ละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.05 % เพือ่ลางสสีวนเกินออกอยางรวดเร็ว แชเนื้อเยื่อใน
นํ ้ากลัน่ เปนเวลา 1 นาที แชเนื้อเยื่อในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 % ให
เนือ้เยือ่ทีไ่ดเปนสีนํ้ าเงินจาง แชเนื้อเยื่อในนํ้ ากลั่น เปนเวลา 1 นาที

13.2.7 ขัน้ตอนการดึงนํ้ าออกจากเนื้อเยื่อ(dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ
แชในเอทิลแอลกอฮอล 70 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 80 % เปนเวลา 5 

นาที เอทิลแอลกอฮอล 90 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 95 % เปนเวลา 5 นาที ยอมสีทับ 
(counterstain) ในเนื้อเยื่อดวยสีอิโอซิน 0.02 % ในเอทิลแอลกอฮอล 95 % ลางสสีวนเกินออกดวย
เอทิลแอลกอฮอล 95 % จากนัน้แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล เปนเวลา 5 นาที นอรมัลบิวทิล
แอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีน ปริมาณ 1: 1 เปนเวลา 5 นาที  ไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที

13.3 การทํ าสไลดถาวร

ผนกึสไลดโดยหยดเปอรเมาท ประมาณ 3 หยดบนสไลด นํ ากระจกสไลดมาปดโดยแตะ
ขอบดานหนึง่เอยีงท ํามุม 45 องศา แลวคอยๆวางลงโดยไมใหมีฟองอากาศ จากนั้นจึงนํ าสไลด
เนือ้เยือ่ทีไ่ดมาทํ าการตรวจหาตํ าแหนงการติด A. hydrophila ดวยกลองจุลทรรศน สังเกตการติด
สนีํ ้าตาลจากปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสในบริเวณตางๆของเนื้อเยื่อปลา
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14. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย      โดยวิธี
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)(Lefebvre et al., 2002 และ Staniforth 
et al., 1999)

14.1 การเตรยีมสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

น ําแลกตกิแอซิดแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.4 % 
(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที่ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง น ํามาปนเหวี่ยงแยกเซลลดวย
ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที นํ าสวนใสที่ไดมาผาน
แผนกรอง (Millipore Membrane Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

14.2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดแลกติกความเขมขนตางๆ

เตรยีมสารละลายกรดแลกติกความเขมขน 1.0 มลิลิโมลาร จากนั้นทํ าการเจือจางลํ าดับ
สวนใหมคีวามเขมขนของกรดแลกติกเทากับ 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 มลิลิโมลาร ตามลํ าดับ และใช
อาหารเหลว MRS เปนสารมาตรฐานที่ไมมีกรดแลกติก

14.3 สภาวะที่ใช

โครมาโทกราฟที่ใชวิเคราะหเปนของบริษัท Shimadzu ประเทศญี่ปุน ตัวฉีด(injector) รุน 
Shimadzu CTO-2A  ปม(pump)วเิคราะหของเหลว รุน Shimadzu LC-3A  ตวัตรวจวัดดวยแสง
อัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร(210 nm UV Detector) รุน LDC analytical 
Spectro Monitor4100 คอลัมนที่ใชเปนแบบ reversed phase MERCK 50942 
LiChroCARTC8 125-4 ความยาว 12.5 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางภายใน 4 มิลลิเมตร 
ขนาดอนุภาค(particle size) 5 ไมครอน ตวัวเิคราะหขอมูล รุน Shimadzu C-R1A chromatopac 
ตวัชะ(mobile phase) ทีใ่ช คือ กรดฟอสโฟริก(H3PO4) pH 2.38 อัตราการไหล(flow-rate) 0.6 
มลิลิลิตร/นาที และปรมิาตรที่ฉีด 50 ไมโครลิตร
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15. การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA) 
ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย(Heilig et al.,2002; Kabadjova et al.,2002; Temmerman et 
al.,2004)

15.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขีย่โคโลนเีดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร  แลวนํ าไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ถายเชื้อลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ  
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร นํ าไปเหวี่ยงดวยความเร็ว 4,000 g นาน 2 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง ลาง
ตะกอนดวย NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) น ําไปเหวีย่งที่สภาวะเดิมอีกครั้ง จากนั้นละลาย
ตะกอนดวย TE buffer (1.0 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH=8.0) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํ าไป
ตมในนํ ้าเดอืด นาน 15 นาที นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการเจือจางดวย Tris-HCl (10 mM, pH=8) 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตามวธิีของ Araujo et al.,2004

15.2 การตรวจหาจีโนมิกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ทีห่ลอมในกรดอะซิติก เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer (1.0 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl; 10 mM Boric acid, pH=8.0  ) ใหทวมเหนือผิวหนา
ของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม นํ ามาหยดลงในชองวิ่ง โดยใชความเขมขน
ของจโีนมกิดเีอน็เอที่แตกตางกันในแตละชองวิ่ง นํ าเขาเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซีส หลังจากแยกจนสี
ตดิตามเคลือ่นที่ลงมาเกือบถึงขอบลางเจล ปดเครื่องแลวนํ าอะกาโรสเจลไปยอมดวยสารละลายเอ
ทเิดียมโบรไมดเขมขน   10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที  ตรวจดูแถบสีดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลต

15.3 การเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อ
หาอตัราการเจือจางที่เหมาะสมของดีเอ็นเอ

ท ําการผสมสวนประกอบตางๆ ในหลอด Master mix ดังนี้
1. นํ ้ากลั่น                                                                            46.0                ไมโครลิตร
2. 10X PCR buffer                                                              10.0                 ไมโครลิตร
3. สารละลาย dNTP                                                           100.0             ไมโครโมลาร
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4. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2)                               2.0             ไมโครโมลาร
5. Forward primer 10F 5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’          0.2             ไมโครโมลาร
6. Reverse primer 1540R 5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 0.2             ไมโครโมลาร
7. Taq DNA polymerase                                                       1.0                      หนวย
8. DNA (ไมเจือจาง, เจอืจาง 10, 100, 1000 เทา)                     2.0                ไมโครลิตร

ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดละ 25 ไมโครลิตร นํ าเขาเครื่อง 
PCR Thermohybaid PxE 0.2 สภาวะที่ใช ดังนี้

Hot start             อุณหภูมิ 94  องศาเซลเซียส  เวลา  3  นาที
Denaturation      อุณหภูมิ 94  องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที
Annealing          อุณหภูมิ  52 องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที
Extension           อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เวลา  1.30  นาที
Final                   อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เวลา  7      นาที

ท ําการเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอทั้งหมด  35  รอบ

15.4 การแยกดเีอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 %(นํ ้านกั/ปริมาตร) ทีห่ลอมใน TBE buffer เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer ใหทวมเหนอืผิวหนาของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม หยดลงในชอง
วิง่ โดยใชความเขมขนของดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแตละชองวิ่ง นํ าเขาเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซีส หลัง
จากแยกจนสตีดิตามเคลื่อนที่ลงมาเกือบถึงขอบลางเจล ปดเครื่องแลวนํ าอะกาโรสเจลไปยอมดวย
สารละลายเอทิเดียมโบรไมดและตรวจดูแถบสีดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต

15.5 การเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อ
นํ าดีเอ็นเอไปหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ

ท ําการผสมสวนประกอบตางๆ ในหลอด Master mix ดังนี้
1. นํ ้ากลั่น                                                                                 46.0           ไมโครลิตร
2. 10X PCR buffer                                                                   10.0            ไมโครลิตร
3. สารละลาย dNTP                                                                100.0        ไมโครโมลาร
4. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2)                                    2.0        ไมโครโมลาร
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5. Forward primer 10F 5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’               0.2        ไมโครโมลาร
6. Reverse primer 1540R 5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’      0.2        ไมโครโมลาร
7. Taq DNA polymerase                                                            1.0                 หนวย
8. DNA (เจือจาง 100 เทา)                                                           2.0           ไมโครลิตร

ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดละ 25 ไมโครลิตร นํ าเขาเครื่อง 
PCR Thermohybaid PxE 0.2 สภาวะที่ใช ดังนี้

Hot start             อุณหภูมิ  94  องศาเซลเซียส  เวลา  3  นาที
Denaturation      อุณหภูมิ  94  องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที
Annealing          อุณหภูมิ  52  องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที
Extension           อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เวลา  1.30  นาที
Final                   อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เวลา  7      นาที

ท ําการเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอทั้งหมด  35  รอบ

15.6 การแยกดเีอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ทีห่ลอมใน TBE buffer เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer ใหทวมเหนอืผิวหนาของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม นํ ามาหยดลงใน 
5 ชองวิง่ เพือ่ใหไดดีเอ็นเอปริมาณมากพอที่จะนํ าไปหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็น
เอ โดยแบง 4 ชองวิ่งไวไมตองนํ าไปยอมสารละลายเอทิเดียมโบรไมดและตรวจแถบสีดวยแสง
อัลตราไวโอเลตเพื่อไมใหดีเอ็เอถูกทํ าลาย สวนอีก 1 ชองวิ่งและดีเอ็นเอมาตรฐานใหนํ าไปยอมเอทิ
เดียมโบรไมดและตรวจหาแถบสีดวยแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อเปนตัวเปรียบเทียบกับตํ าแหนงของดี
เอ็นเอของ 4 ชองวิง่ทีไ่มไดทํ าการยอม จากนั้นตัดเจลบริเวณเดียวกับที่เกิดแถบสีบน 1 ชองวิ่งที่ถูก
ยอมและบนดีเอ็นเอมาตรฐาน

 15.7 การแยกดเีอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุดแยกดีเอ็นเอสํ าเร็จรูป QIA
quickGel extraction kit

น ําอะกาโรสเจลที่ตัดไดในขอ 15.6 มาท ําการแยกดีเอ็นเอ ตามขั้นตอน ดังนี้
15.7.1 ชัง่นํ ้าหนักอะกาโรสเจล
15.7.2 เตมิ QG buffer ปริมาตร 3 เทาของนํ้ าหนักอะกาโรสเจล
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15.7.3 บมในอางนํ้ าอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที หรือจนอะกาโรสเจล
ละลายหมด เขยาทุก 2-3 นาที
15.7.4 ปเปตสารละลายดีเอ็นเอ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  ลงใน QIAquick column 
เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.5 ปเปต QG buffer ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน QIAquick column เหวีย่งดวย
ความเร็ว13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.6 ปเปต PE buffer ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงใน QIAquick column เหวีย่งดวย
ความเรว็ 13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.7 เททิง้และเหวี่ยงอีกครั้ง
15.7.8 ยาย QIA column มาไวในหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม
15.7.9 ชะดเีอ็นเอดวย EB buffer ปริมาตร 15 ไมโครลิตร โดยใหปเปตลงตรงกลางเยื่
เลือกผาน ตัง้ไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที  นาน 1 
นาท ีไดสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการ

15.8 การหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ

หาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ทีเ่ตรียมไดจากขอ 15.7 โดยใช
บริการจากหนวยบรกิารชีวภาพ(BIOSERVICE UNIT, BSU) สํ านักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาติ(สวทช.) ในการหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของแลกติกแอซิดแบคทีเรียโดยใชโอลิโก
นวิคลีโอไทดไพรเมอร forward และ reverse ดังแสดงในตารางที่ 2 เพื่ออานลํ าดับนิวคลีโอไทด
ของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอจนครบ 1,500 นิวคลีโอไทด

รวบรวมขอมูลและวิเคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม Bioedit และนํ าไป
เปรียบเทยีบกับขอมูลลํ าดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวใน Gen Bank โดยโปรแกรม Blast
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ตารางที่ 2 นวิคลโีอไทดไพรเมอรที่ใชสํ าหรับหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ
                 ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย   

ไพรเมอร ล ําดับนิวคลีโอไทด(5’-3’) เอกสารอางอิง
10F AGTTTGATCCTGGCTC Auburn University

Environment Institute, 2002
350F TACGGGAGGCAGCAG Weber et al., 2001

1240R CCATTGTAGCACGTGT Laurie et al., 2002
1540R AAGGAGGTGATCCAGCC Lambert et al., 1998



บทที่ 4

ผลการทดลอง

1. คัดแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

ใชปลากะพงขาวทั้งหมด 20 ตัว และจากการนับจํ านวนแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแข็ง 
MRS พบวา มจี ํานวน 9.5x106-5.5x108 เซลล/กรัมของทางเดินอาหาร เลือกโคโลนีที่มีสีเหลืองและ
สรางกรด มาท ําการแยกซํ้ าจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์มาทดสอบการสรางเอมไซมคะตะเลส เก็บโคโลนีที่
ใหผลการทดสอบคะตะเลสเปนลบไวในอาหารกึ่งแข็ง MRS โดยเทพาราฟนปดทับบนผิวหนาของ
อาหาร เกบ็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบความสามารถในการเปนโพรไบโอติก
ตอไป จากการทดลองสามารถเก็บแลกติกแอซิดแบคทีเรียไดทั้งหมด  74   ไอโซเลต

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

น ําสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรียในขอ 1 มาแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งปรับ  pH 
ใหเปน 6.5 อีกสวนหนึ่งไมปรับ pH มาศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบ 4 สายพันธุ ได
แก Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila
พบวา มี   5   ไอโซเลต (ก ําหนดใหเปน LAB-1 – LAB-5) ทีส่ามารถยับยั้งเชื้อกอโรคไดโดยสวนนํ้ า
ใสทัง้ 2 สวน ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่  3 ขนาดความกวางของบริเวณยับยั้งที่เกิดจากเชื้อทดสอบโดยสวนนํ้ าใสของ LAB

แลกติกแอซิด
แบคทีเรียที่ได

              สวนนํ้ าใส

บริเวณยับยั้งทีเ่กิดชึ้นกับเชื้อทดสอบ(มลิลิเมตร)

V. parahaemolyticus    V. vulnificus        V. flurialis         A. hydrophila

LAB-1  pH 4.5
           pH 6.5
LAB-2 pH 4.5
           pH 6.5
LAB-3 pH 4.5
           pH 6.5
LAB-4 pH 4.5
            pH 6.5
LAB-5 pH 4.5
           pH 6.5

           11.0                       10.0                    10.0                    16.5
             0                            0                         0                       13.5
           12.0                       10.0                    12.0                    12.0
             0                             0                        0                       10.0
           12.0                          0                        0                       14.0
             0                             0                        0                       11.0
             0                           11.0                   11.0                    19.5
             0                             0                        0                       11.5
             0                             0                        0                       14.5
             0                             0                        0                       11.0

3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เมือ่ได LAB-1 – LAB-5 แลวนํ ามาทดสอบสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรียทั้ง 
5 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 4-7  จากตารางทั้ง 3 ตารางแสดงใหเห็นวาทั้ง 5 ไอโซเลต  เซลล
ตดิสนีํ้ าเงินของแกรมบวก มทีั้งรูปรางแทง(rod) รูปรางกลม(cocci) รี(coccobacilli) ไมเคลื่อนที่ 
ไมสรางสปอร คะตะเลสและออกซิเดสเปนลบ ซึ่งเปนสมบัติเบื้องตนของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
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ตารางที่  4 สมบัตทิางกายภาพและทางชีวเคมีของ LAB-1 – LAB-5

ลกัษณะที่ทดสอบ ผลการทดสอบ
    LAB-1             LAB-2           LAB-3          LAB-4           LAB-5

Gram’s stain         +                   +                   +                   +                  +
Shape       แทง               แทง                กลม                รี                  รี
Motile          -                    -                     -                   -                   -

Catalase test          -                    -                     -                   -                   -
Oxidase test          -                    -                     -                   -                   -
Indole test          -                    -                     -                   -                   -

Methyl red test          -                    -                    +                   -                   +
Voges proskauer  test          -                    -                     -                   -                    -

Ornithin test          -                    -                     -                   -                   -
Citrate test          -                    -                     -                   -                   -

 Esculin hydrolysis          +                   -                    +                   -                  +
Homofermentative          -                    -                    +                   -                  +
Heterofermentative          +                  +                    -                   +                   -

ตารางที่ 5 การใชคารโบไฮเดรตของ LAB-1 – LAB-5   

คารโบไฮเดรต ผลการใชคารโบไฮเดรต
     LAB-1            LAB-2          LAB-3           LAB-4           LAB-5

Arabinose        -                +               -                 -               +
Glucose        +               +               +                +               +
Sucrose        +               +               +                +               +
Mannitol        -                -                +                -               +
Lactose        -                -                +                -               +
Inositol        -                -                -                 -               -
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ตารางที่ 6 การเจรญิของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือระดับความเขมขนตางๆ

ความเขมขนโซเดียมคลอไรด
(% นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

ความสามารถในการเจริญ
   LAB-1          LAB-2          LAB-3          LAB-4        LAB-5

0       +                  +                 +                  +                +
2       +                  +                 +                  +                +
4       +                  +                 +                  +                +
6       +                  +                  -                   -                 +
8        -                   -                  -                   -                  -
10        -                   -                  -                   -                  -
12        -                   -                  -                   -                  -

ตารางที่ 7 การเจริญของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือนํ ้าดีระดับความเขมขนตางๆ

ความเขมขนเกลือนํ้ าดี
(%นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

ความสามารถในการเจริญ
   LAB-1          LAB-2          LAB-3           LAB-4         LAB-5

0       +                 +                  +                   +                +
0.1       +                 +                   -                   +                +
0.3        -                  -                    -                   -                  -
0.5        -                  -                    -                   -                  -
0.7        -                  -                    -                   -                  -
1        -                  -                    -                   -                  -
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4. การเตรียมอาหารผสมแบบเปยก(Moist Diet)ส ําหรบัเลี้ยงปลากะพงขาว

ท ําการวเิคราะหระดับโปรตีนและไขมันของสวนประกอบตางๆ ในอาหารปลา ดังแสดงใน
ตารางที่ 8

ตารางที่ 8 ระดบัโปรตีนและไขมันของสวนประกอบตางๆในอาหารปลา

สวนประกอบ %โปรตีน %ไขมัน
ปลาปน
แปงสาลี

กากถั่วเหลือง
กลูเตน

เปลือกกุงปน

61.4
11.53
44.88
79.07
48.67

8.91
2.12
3.15
1.63
6.35

จากนัน้ค ํานวณสวนประกอบตางๆ ที่จะใชผสมเพื่อใหไดระดับโปรตีน 40-45 % และไขมัน 
12-18 % จะไดสวนประกอบดังตารางที่ 9

ตารางที่ 9 สวนประกอบของอาหารปลากะพงขาวในการทดลอง

สวนประกอบ %(นํ ้าหนกั/นํ้ าหนัก)
ปลาปน
แปงสาลี

เปลือกกุงปน
กากถั่ว

กลูเตน (Wheat gluten)
วติามินรวม
แรธาตุรวม

วติามินซี (Ascorbic acid)
นํ ้ามันทูนา
นํ ้ามันพืช
นํ้ า

57
20
2

4.4
5
2
2

0.1
6

1.5
30
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การเตรยีมอาหารปลาครั้งแรกนี้ อาหารปลาแหงและแข็งเกินไป เมื่อนํ าไปใหปลากิน พบ
วา ปลาไมกินอาหารที่เตรียมได จึงทํ าการปรับสูตรอาหารโดยเพิ่มปลาเปดบดลงไปเพื่อเปนการ
เพิม่กลิน่คาวปลาและปรับความชื้นในอาหารใหเหมาะสม โดยไดสวนประกอบทั้งหมดเหมือนเดิม
แตลดปริมาณปลาปนลงเหลือ 20 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) แลวใสปลาเปดบดลงไป 37 %(นํ้ าหนัก/
นํ ้าหนกั) เมือ่น ําไปใหปลากิน พบวา ปลากินอาหารไดดี จึงใชอาหารที่เตรียมครั้งที่ 2 นี้ตลอดการ
ทดลอง ผลการวิเคราะหอาหารปลา โดยฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตวภาควิชาสัตวบาล 
คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดังแสดงในตารางที่ 10

ตารางที่ 10 ผลการตรวจวิเคราะหอาหารปลาแบบเปยก(Moist diet)

องคประกอบ ระดับ(%)
ความชื้น
โปรตีน
ไขมัน
เถา
เยื่อใย

คารโบไฮเดรต

50.28
21.04
3.37
5.08
1.61
18.62

ผลวิเคราะหอาหารปลาที่แสดงในตารางที่ 10 เปนผลวิเคราะหอาหารเปยกซึ่งมีระดับ
ความชื้นประมาณ 50 % เมือ่คํ านวณในรูปอาหารแหง พบวา องคประกอบตางๆในอาหารปลาจะ
เพิม่ข้ึนอกี 1 เทาตัว เนื่องจากในอาหารปลามีความชื้นอยู 50.28 %

5. การหาคาความเขมขนของเชื้อทดสอบทีท่ ําใหปลากะพงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต
( Median Lethal concentration; LC50 )

ปลาทีใ่ชทดสอบนี้อายุ 30 วัน นํ้ าหนักเฉลี่ย 0.35 กรัม ความยาวเฉลี่ย 2.5 เซนติเมตร 
ตรวจนบัจ ํานวนปลาที่ตายในแตละกลุมซ่ึงมีความเขมขนของ A. hydrophila ทีแ่ตกตางกันแสดง
ผลในตารางที่ 11 นํ าผลไปวิเคราะหคา LC50 โดยโปรแกรมโพรบิท อะนาลิซีส ไดคา LC50 ของ A. 
hydrophila เทากับ 7.76, 7.47, 7.26 log10 เซลล/มลิลิลิตร ที ่72, 96 และ 120 ชั่วโมง ตามลํ าดับ 
นบัจํ านวน A. hydrophila จากปลาที่ตายได 1.0 x 107 – 1.29 x 108 เซลล/มิลลิลิตร
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นํ า LC50 ทีไ่ดจากการคํ านวณโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร โพรบิทอะนาลิซิส ไปเขียน
กราฟแสดงความสัมพันธกับเวลาไดผลดังรูปที่ 2

ตารางที่ 11 จ ํานวนปลากะพงขาวที่ตายหลังเติม A. hydrophila ทีร่ะดบัความเขมขนตางๆ ในนํ้ า
                    เลีย้งปลา เปนเวลา 120 ชั่วโมง

 A. hydrophila
(เซลล/มิลลิลิตร)

log cell
number

N
(ตัว)

จ ํานวนปลาตายสะสม(ตัว)
0 ชม.    24 ชม.    48 ชม.    72 ชม.    96 ชม.   120 ชม.

0(ควบคุม)
7.1x106

8.1x106

 8.2x106

4.0x107

4.3x107

5.4x107

1.8x108

2.1x108

3.0x108

-
6.85
6.91
6.91
7.60
7.63
7.73
8.26
8.32
8.48

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

   0            0             0             0             0             0
   0            0             0             0             0             0
   0            0             0             0             0             0
   0            0             0             0             0             0
   0            0             0             4            23           30
   0            0             0             4            25           30
   0            0             0             6            27           30
   0            0           29            30           30           30
   0            0             0            30           30           30
   0            0             0            30           30           30

รูปที่ 2 คา LC50 ของ A. hydrophila ทีท่ ําใหปลากะพงขาวตายที่เวลาตางๆ
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เวลา(ชม.)
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50

 (lo
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ซล
ล/
มิล

ลิล
ิตร

)



49

ผลการวิเคราะหคา LC50 แสดงใหเห็นวาเมื่อปลาไดรับ A. hydrophila ความเขมขน 7.76 
log10 เซลล/มิลลิลิตร เปนระยะเวลา 72 ชัว่โมง จะท ําใหปลาตาย 50 % สวนชัว่โมงที่ 96 และ 120 
นัน้ความเขมขนของ A. hydrophila ทีจ่ะท ําใหปลาตาย 50 % คอื 7.47, 7.26 log10 เซลล/
มิลลิลิตร ตามล ําดับ ดังนั้นจึงนํ าความเขมขนของ A. hydrophila ทีไ่ดจากการทดลองนี้ไปใชใน
การเหนีย่วนํ าใหเกิดโรคในการทดลองขั้นตอไป

6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลา  
ในตูกระจก

เมือ่นํ าแลกติกแอซิดแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลต (LAB-1 – LAB-5) มาผสมกับอาหารปลาให
ไดความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร ใหเขากนั ท ําการตรวจหาจํ านวนเซลลในอาหารปลาทุก 7 
วนั เปนเวลา 28 วัน แสดงผลดังตารางที่ 12

ตารางที่ 12 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียเฉลี่ยในอาหารปลา (นํ้ าหนักเปยก)

LAB- ปริมาณเซลลใน 1 กรัมอาหาร(นํ้ าหนักเปยก)
    วนัที ่ 0          วันที่ 7             วันที่ 14           วันที่ 21          วันที่ 28

0(ควบคุม)
1
2
3
4
5

   1.7x103         1.5x103            1.2x103           2.0x103          2.1x103

   1.5x107         1.3x107            1.3x106           2.0x106          3.5x106

   8.1x107         8.0x107            1.5x107           1.5x107          1.5x106

   3.0x107         2.6x107            1.5x107           2.3x106         1.8x106

   1.1x107         1.0x107            1.1x107           1.7x106         1.2x106

   3.0x107         2.8x107            2.9x107           3.0x106         2.5x106

7. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วัน ในตูกระจก

น ําแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ A.hydrophila มา
ผสมในอาหารปลาเพือ่เลี้ยงปลากะพงขาวอายุ 30 วัน เปนระยะเวลา 30 วัน โดยทุกๆ 15 วัน จะ
ท ําการชัง่นํ ้าหนกั วัดความยาวของปลาและตรวจสอบคุณภาพนํ้ าเลี้ยงปลา พบวา วันที่ 0 นํ้ าหนัก
เฉลี่ยของปลากลุม LAB-2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) กบัปลากลุม LAB-3 
และ LAB-4 ในดานของความยาวเฉลี่ย ปลากลุม LAB-5 มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ    
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(p<0.05) กบัปลากลุมควบคุมและกลุม LAB-1  แตเมือ่เลี้ยงไป 15 วัน นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ย
ของปลาแตละกลุมจะไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) และเมื่อเลี้ยงปลาครบ 30 วัน 
ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 4(LAB-4)มีนํ้ าหนักเฉลี่ยเพิ่ม
ขึ้นแตกตางจากนํ้ าหนักเฉลี่ยของปลากลุมควบคุมและปลากลุมอ่ืนๆอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) 
ความยาวเฉลี่ยของปลากลุม LAB-4 ไมแตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) นอก
จากนีย้งัพบวานํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากลุมควบคุม, LAB-1, LAB-2, LAB-3 และ LAB-5 มีนํ้ าหนัก
เฉลีย่ลดลงจากวันที่ 0 และวันที่ 15 นํ้ าหนักเฉลี่ยของปลาแสดงในตารางที่ 13 และ/หรือ รูปที่ 3
ความยาวเฉลีย่ของปลาแสดงในตารางที่ 14 และ/หรือ รูปที่ 4  เมือ่พจิารณาจํ านวนปลาที่รอดชีวิต 
พบวา ปลาในกลุม LAB-4 มีจ ํานวนปลาที่รอดชีวิตสงูกวากลุมอ่ืนๆ  จ ํานวนปลาที่รอดชีวิตแสดง
ในรูปที่ 5 และผลตรวจคุณภาพนํ้ าแสดงในตารางที่ 15 ซึ่งสมบัติตางๆของนํ้ าอยูในเกณฑที่เหมาะ
สมในการเลี้ยงปลากะพงขาว ยกเวนปริมาณไนไตรทที่อยูในระดับที่คอนขางอันตราย จึงไดทํ าการ
เปลี่ยนถายนํ้ า 50 % ของปริมาตรนํ้ าในตูทุกๆ 2 วัน

ตารางที่ 13 นํ ้าหนกัเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
                    เลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

กลุม
          วนัที่

นํ ้าหนักเฉลี่ย(กรัม)
                 0                                      15                                         30

ควบคุม
LAB-1
LAB-2
LAB-3
LAB-4
LAB-5

       0.58ab ± 0.20                      0.73a ± 0.31                       0.57b ± 0.35
       0.60ab ±  0.18                      0.64a  ±  0.36                               0.63b ± 0.27
       0.74a ± 0.25                       0.83a ± 0.21                        0.53b ± 0.11
       0.48b ± 0.24                       0.68a  ± 0.31                          0.55b ± 0.21
       0.54b ± 0.20                       0.73a ± 0.35                        0.97a ± 0.36
       0.67ab ± 0.16                     0.73a ± 0.24                         0.63b ± 0.29
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รูปที่ 3 นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลต  
ตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

ตารางที่ 14 ความยาวเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอ
                   โซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

กลุม
          วนัที่

ความยาวเฉลี่ย(เซนติเมตร)
                 0                                      15                                         30

ควบคุม
LAB-1
LAB-2
LAB-3
LAB-4
LAB-5

       3.19b ± 0.24                       3.63a ± 0.26                        3.82ab ± 0.60
       3.29b ±  0.51                       3.54a  ±  0.46                               3.65b ± 0.57
       3.44ab ± 0.52                      3.87a ± 0.37                        3.88ab ± 0.32
       3.36ab ± 0.52                      3.67a  ± 0.52                          3.68b ± 0.43
       3.46ab ± 0.49                      3.90a ± 0.58                         4.18a ± 0.60
       3.67a ± 0.20                       3.78a ± 0.36                        3.81ab ± 0.42
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รูปที่ 4 ความยาวเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
เลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

รูปที่ 5 การรอดชวีติวนัที่ 30 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
            ไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก
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ตารางที่ 15 คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน

คุณภาพนํ้ า ชวงคาคุณภาพนํ้ า (ตํ่ าสุด-สูงสุด)
  ควบคุม        LAB-1         LAB-2          LAB-3         LAB-4        LAB-5

ไนไตรท (mg/l)
ไนเตรท (mg/l)
ฟอสเฟต (mg/l)
อุณหภูมิ (°C)

pH
ความเค็ม (ppt)
อัลคาลินิตี้ (mg/l)
แอมโมเนียม (mg/l)
ออกซิเจนที่ละลาย
ในนํ้ า (mg/l)

  0.3-0.5       0.3-0.5         0.3-0.5        0.3-0.5        0.3-0.5       0.3-0.5
   10-20         10-20           10-20          10-20           5-20          10-20
 0.1-0.25      0.1-0.25      0.1-0.25      0.1-0.25      0.1-0.25     0.1-0.25
28.5-29.5    28.5-29.5    28.5-29.5    28.5-29.5    28.5-29.5  28.5-29.5
  7.7-8.0        7.7-8.0         7.7-8.0        7.7-8.0       7.7-8.0       7.7-8.0
      20               20               20                 20              20              20
   80-90          80-90           80-90          80-90         80-90         80-90
       0                 0                  0                 0                0                 0
  6.5-8.0        6.5-8.0         6.5-8.0        6.5-8.0       6.5-8.0        6.5-8.0

8. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  ในตูกระจก

หลังการเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตตางๆที่ให
ผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila พบวา เมือ่เลี้ยงครบ 30 วัน ปลากะพงขาวในกลุม LAB-4 
มีจํ านวนปลาที่รอดชีวิตสูงสุด มีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องและดีกวาปลาในกลุมควบ
คมุ ดงันัน้จงึน ําปลาในกลุม LAB-4 มาเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน
ประมาณ 107 เซลล/มิลลิลิตร (คา LC50 จากขอ 5) ดวยวิธีแช (Gildberg, 1998; Rengpipat, 
1998; Phianphak, 1999) โดยเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุม พบวา ที่ 24 ชั่วโมง  ปลากลุมควบคุม
มกีารตายสะสม 37.5 % กลุม LAB-4 มีการตายสะสม 20 % และที่ 48 ชั่วโมง ปลาในกลุมควบคุม
มกีารตายสะสม 100 % ในขณะที่กลุม LAB-4 มีการตายสะสม 30, 40 และ 50 % ที่ 48, 72 และ 
96 ชัว่โมง ตามลํ าดับ ดังแสดงในรูปที่ 6  นับจํ านวน A. hydrophila จากปลาที่ตายได 1.3 x 106 – 
4.2 x 107 เซลล/มิลลิลิตร
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รูปที่ 6 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
             การเลีย้งในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน

จากการทดลองขางตน(ขอที่ 7 และ 8) จะไดวาการเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่เสริม
แลกตกิแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตตางๆ(LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 และ LAB-5) ในตูกระจกซึ่ง
เปนระบบการเลี้ยงแบบปดนั้น ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลต
ที ่ 4(LAB-4) สามารถเสริมการเจริญเติบโตของปลากะพงขาวได  โดยพจิารณาจากนํ้ าหนักและ
ความยาวของปลา รวมทั้งสามารถตานทานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila ไดดีกวากลุมควบคุม  
ดงันั้น จงึเลือกแลกติกแอซิดแบคทเีรียไอโซเลตที่ 4(LAB-4) มาผสมในอาหารเลี้ยงปลากะพงขาว
เพือ่น ําไปเลีย้งปลาในกระชังตอไป โดยจะทํ าการทดลอง 2 ความเขมขน ไดแก 105 และ 107 เซลล/
กรัมอาหาร

9. การผสม LAB-4 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลาในกระชัง

น ํา LAB-4 มาผสมในอาหารปลาโดยเตรียมทุก 7 วัน ใหไดความเขมขน 105 และ 107

เซลล/กรัมอาหาร ท ําการตรวจหาจํ านวนเซลลในอาหารปลาวันที่ 0 และ 7 พบวา กลุมควบคุมมี
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย 1.3 x 103- 2.1 x 103 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารปลาในกลุมทดลองมี
ความเขมขนของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 2.0x105 – 6.6x105 และ 2.3x107 – 4.3x107 เซลล/กรัม
อาหาร
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10. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชัง

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105 และ 107

เซลล/กรัมอาหาร ในกระชังเปนระยะเวลา 60 วัน โดยแบงกระชังออกเปน 3 กลุม กลุมละ 6 กระชัง 
(ต ําแหนงของกระชังแสดงในภาคผนวก ง. หมายเลข 1) ทํ าการชั่งนํ้ าหนัก วัดความยาวของปลา
และตรวจสอบคณุภาพนํ้ าเลี้ยงปลา ทุก 15 วัน พบวา วันที่ 0, 15 และ 30 นํ้ าหนักและความยาว
ของปลาไมแตกตางกันทางสถิติในทุกกลุมทดลอง แตพบวาวันที่ 45 ของการเลี้ยง ปลาในกลุม
ควบคุมมีนํ้ าหนักและความยาวมากกวาปลาในกลุ มที่เล้ียงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิด
แบคทเีรียไอโซเลตที่ 4 ทั้ง 2 ความเขมขน คือ 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (LAB-4/5 และ LAB-
4/7) อยางมนียัส ําคัญ(p<0.05) และทั้งนํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสํ าคัญ(p>0.05)ในทกุกลุมทดลองในวันที่ 60 ของการเลี้ยง     นํ ้าหนกัเฉลี่ยของปลาแสดงใน
ตารางที่ 16 และ/หรือ รูปที่ 7 ความยาวเฉลีย่ของปลาแสดงในตารางที่ 17 และ/หรือ รูปที่ 8 
จ ํานวนปลาทีร่อดชีวิตหลังจากเลี้ยงครบ 60 วัน แสดงดังรูปที่ 9 เห็นไดวาปลาทั้ง 3 กลุมมีปลาที่
รอดชีวิตไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) และผลตรวจคุณภาพนํ้ าแสดงในตารางที่ 18 ซึ่ง
สมบัติตางๆของนํ้ าอยูในเกณฑที่เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว

ตารางที่ 16 นํ ้าหนกัเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

                    (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง

กลุม
      วนัที่

นํ ้าหนักเฉลี่ย(กรัม)
         0                       15                    30                       45                       60

ควบคุม
LAB-4/5
LAB-4/7

   3.18a ± 1.40    3.47a ± 1.80     8.51a ± 5.34     24.37a ± 14.19   42.90a ± 22.62
   2.93a ± 1.49    3.54a ± 2.07     8.61a ± 5.77     20.42b ± 13.12   42.71a ±24.28
   2.85a ± 1.25    3.97a ± 2.79     7.91a ± 5.24     20.18b ± 14.00   40.97a ±23.45
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รูปที่ 7 นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105(LAB-
4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง

ตารางที่ 17 ความยาวเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

                    (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง

กลุม
      วนัที่

ความยาวเฉลี่ย(เซนติเมตร)
             0                    15                     30                    45                     60

ควบคุม
LAB-4/5
LAB-4/7

   6.11a ± 0.88      6.72a ± 1.34      8.57a ± 1.71    12.48a ± 2.57    15.29a ± 2.80
   6.18a  ± 1.08     6.56a  ± 1.22     8.47a  ± 1.70    11.55b  ± 2.58    15.21a ± 2.86
   6.06a ± 0.89      6.74a ± 1.30     8.50a ± 1.84    11.24b ± 2.55     14.68a ± 2.83
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รูปที่ 8 ความยาวเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

(LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง

รูปที่ 9 การรอดชวีติวนัที ่60 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน
            105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง
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ตารางที่ 18 คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชัง เปนระยะเวลา 60 วัน

คุณภาพนํ้ า ชวงคาคุณภาพนํ้ า (ตํ่ าสุด-สูงสุด)
         ควบคุม                          LAB-4/5                           LAB-4/7

ไนไตรท (mg/l)
ไนเตรท (mg/l)
ฟอสเฟต (mg/l)
อุณหภูมิ (°C)

pH
ความเค็ม (ppt)
อัลคาลินิตี้ (mg/l)
แอมโมเนียม (mg/l)
ออกซิเจนที่ละลาย
ในนํ้ า (mg/l)

         0.1-0.3                           0.1-0.3                             0.1-0.3
            0.0                                 0.0                                    0.0
         0.25-0.50                      0.25-0.50                         0.25-0.50
         30.0-32.0                      30.0-32.0                         30.0-32.0
           7.5-8.5                           7.5-8.5                             7.5-8.5
              4.0                                 4.0                                   4.0
          110-150                        110-150                           110-150
        0.009-0.03                     0.009-0.03                       0.009-0.03
          8.50-8.59                     8.50-8.59                         8.50-8.59

11. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila   

หลงัการเลีย้งปลากะพงขาวในกระชังเปนระยะเวลา 60 วัน นํ าปลาที่เหลือมาเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขนประมาณ 107 CFU/ml ดวยวิธีฉีดเขาชองทอง (Austin, 
1995; Nikoskelainen, 2001) โดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม พบวา ปลาทัง้ 3 กลุม คือ กลุม
ควบคุม, LAB-4/5 และ LAB-4/7 มีจ ํานวนปลาตายสะสมไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p>
0.05) สวนในกลุมที่ไมไดฉีด A. hydrophila ไมมกีารตาย ดังแสดงในรูปที่ 10 และ 11
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รูปที่ 10 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
การเลีย้งในกระชงั เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

(LAB-4/5) เซลล/กรัมอาหาร

รูปที่ 11 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
การเลีย้งในกระชงั เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 107

(LAB-4/7)เซลล/กรัมอาหาร

���
���
���

����
����
����
����

����
����
����
����

����
����
����
����

����
����
����
����

����
����
����
����

���
���
���
���

���
���
���
���

���
���
���
���

���
���
���
���

���
���
���
���

���
���
���
���

0
20
40
60
80

100

0 24 48 72 96 120 144 168

เวลา (ช่ัวโมง)

% 
กา

รต
าย

สะ
สม

������
������ ควบคมุ

������
������ ควบคมุ + AH

������
������ LAB-4/5 

������
������ LAB-4/5 + AH

����
����

���
���
���

����
����
����

����
����
����

���
���
���

����
����
��������

���
���
���
���
���

����
����
����
����
����

���
���
���
���
���

���
���
���
���
���

���
���
���
���
���

����
����
����
����
����

0
20
40
60
80

100

0 24 48 72 96 120 144 168
เวลา (ช่ัวโมง)

% 
กา

รต
าย

สะ
สม

������
������ ควบคมุ

������
������ ควบคมุ + AH

������
������ LAB-4/7

������
������ LAB-4/7 + AH



60

12. การตรวจดแูบคทเีรียในทางเดินอาหารปลากะพงขาว โดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)

เมือ่น ําล ําไสของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวย LAB-4 ทัง้ 2 กลุม (LAB-4/5 และ LAB-4/7) 
และกลุมควบคุม ไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา บริเวณเยื่อบุลํ าไส
มลีกัษณะเปนตุมเล็กๆ (villi) ซึง่ villi เหลานีท้ ําหนาทีดู่ดซึมอาหาร ทํ าใหภาพที่เห็นจากกลองนั้น
เปนดานบนของvilli  แบคทเีรียในทางเดินอาหารของปลาทั้ง 3 กลุมมีอยูนอยมาก แตในกลุม LAB-
4/5 และ LAB-4/7 นั้นจะพบกลุมของแบคทีเรียรูปรางรียึดเกาะอยูบน villi ในขณะที่ไมพบกลุมของ
แบคทเีรียเหลานี้ในกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 12a, 12b และ 12c

รูปที่ 12a-c การยดึเกาะของแบคทีเรียภายในลํ าไสของปลากะพงขาวโดยรูปที่ 12a เปนลํ าไสของ
ปลากลุมควบคุม(ตํ าแหนงของลูกศร คือ villi) 12b เปนล ําไสของปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม
แลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 105 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/5) และ 12c เปนลํ าไสของ
ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน107 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-
4/7) (ต ําแหนงของลูกศรในรูปที่ 12 b และ c คือ แบคทีเรียที่ยึดเกาะภายในลํ าไสของปลา)

รูปที่ 12a

รูปที่ 12b รูปที่ 12c
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13. วกิารของโรคและการตรวจหา A. hydrophila ดวย Immunohistochemistry

ปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธีฉีดเขาชองทองจะมีแผลตามลํ าตัวและมีอาการตก
เลอืดทีอ่วยัวะภายใน สวนปลาในกลุมควบคุมจะไมมีอาการดังกลาว ดังแสดงในรูปที่ 13

รูปที่ 13a-d วกิารของโรคที่เกิดจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A.  hydrophila โดยรูป 13a และ 
13b เปนปลาในกลุมควบคุม  13c และ 13d เปนปลาในกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรค(ตํ าแหนงลูก
ศร คอื แผลภายนอกและอาการตกเลือดที่อวัยวะภายใน)

รูปที่ 13b

รูปที่ 13c รูปที่ 13d

รูปที่ 13a
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จากนัน้เกบ็ตวัอยางปลาที่ตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila มา
ตรวจดูพยาธิสภาพของอวัยวะตางๆ โดยนํ าเนื้อเยื่อมาตรวจดวยแอนติบอดีที่มีความจํ าเพาะ 
(monoclonal antibody) ตอ A. hydrophila พบวา  เนื้อเยื่อบริเวณตางๆของปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila สามารถตรวจพบบริเวณติดเชื้อซ่ึงมีลักษณะสีนํ้ าตาลในเนื้อเยื่อตางๆ
ได ซึ่งเปนการยนืยนัวาปลาที่ตายจากการทดลองนั้นมีสาเหตุมาจาก A. hydrophila ดงัแสดงในรูป
ที่ 14
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รูปที่ 14a-f เนือ้เยือ่บริเวณตางๆของปลากะพงขาวที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila 
โดยรูปที่ 14a(AH-44,IgG2a) และ 14b(AH-29,IgG2a)เนื้อเยื่อบริเวณกลามเนื้อ(Muscle)ของ
ปลากลุมควบคุมและปลากลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าดวย A. hydrophila ตามลํ าดับ หลังการยอมดวยอิโอ
ซิน 14c(AH-2,IgG2b)เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน(Connective tissue) และเนื้อเยื่อสวนไขมัน(Adipose 
tissue) 14d(AH-2,IgG2b)เนือ้เยื่อบริเวณหลอดเลือด(Blood vessel) 14e(AH-2,IgG2b)เนื้อเยื่อ
บริเวณเยื่อบุลํ าไส(Intestinal Epithelium tissue) 14f(AH-2,IgG2b)เนือ้เยื่อบริเวณเยื่อบุลํ าไสที่
สามารถมองเห็นเซลลเม็ดเลือดแดง(Red Blood Cell) ของกลุมทีถ่กูเหนี่ยวนํ าหลังการยอมดวยฮี
มาทอกซิลินและอิโอซิน

รูปที่ 14b

รูปที่ 14c รูปที่ 14d

รูปที่ 14e รูปที่ 14f

รูปที่ 14a
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14. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจาก LAB-4 โดยวิธี High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC)

จากการทดลองในขอที่ 3 ทํ าใหทราบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ LAB-4 จึงนํ าคุณสมบัติที่
ไดไปเทียบเคียงกับที่มีรายงานไวใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology-9 หลัง
จากการเทยีบเคยีงแลว พบวา คุณสมบัติของ LAB-4 นั้นยังไมเพียงพอสํ าหรับการระบุสายพันธุ
ของ LAB-4 ในเบือ้งตนนั้นทราบเพียงแตวาเปนแบคทีเรียในกลุมแลกติก จึงทํ าการวิเคราะหสวน
นํ ้าใสทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยง LAB-4 เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ในที่ที่มีปริมาณออกซิเจนจํ ากัดเพื่อ
เปนการตรวจสอบและหาปริมาณของกรดแลกติกที่ LAB-4 สรางขึ้น จากผลการทดลอง พบวา 
LAB-4 มกีารสรางกรดแลกติก ความเขมขน 730 mM (จากกราฟมาตรฐานสารละลายกรดแลกติก 
ภาคผนวก ง. หมายเลข 2)

15. การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด 16เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ LAB-4

หลงัจากที่ทราบแนชัดแลววา LAB-4 สามารถสรางกรดแลกติกได จึงทํ าการสกัดและเพิ่ม
ปริมาณดเีอ็นเอของ LAB-4 ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชนิวคลีโอไทด
ไพรเมอรทีม่ีลํ าดับนิวคลีโอไทดดังแสดงไวในตารางที่ 2 ซึ่งจะไดเปน PCR product และเมื่อสง 
PCR product ไปวเิคราะหหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16S ribosomal DNA แลว นํ าลํ าดับนิวคลีโอ
ไทดที่ไดมาเชื่อมตอกัน ไดลํ าดับนิวคลีโอไทด ดังนี้

5’ CGCTTTGTGGTTCAACTGACTTTGAAGAGCTTGCTCAGATATGACGATGGACATTGC
AAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTACCTCTTAGCAGGGGATA
ACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATGACAACCGCATGGTTGTTATTTAA
AAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGTCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGG
TAATGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAAT
GGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGT
AAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTTCAATGTGTGACGGTA
TCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTC
CAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTG
AAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTG
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CAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTG
TGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAGTGCTA
GGTGTTTGAGGGTTTCCGCCCTTAAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTATCCAGGTCTTGACAT
CCCTTGACAACTCCAGAGATGGAGCGTTCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGAAGTCAGATCATCATAGCCCCTTATGACATGGGGCT
ACACACGTAGTCTACAATGGCGATATACAAGCGACGTTGTCCAACACCGCCGAAGGG
TGAGCTAATCTCATTTAAGTACGCTCTCAGTTCGGACCGTATGGTTGCAACCTGGCCT
ACAAGCAATGCTCGGAATGCAGCCTAGTAATACTGCGGATCAGCAGCGCTCGCGGT
GTATACGTTACCCGGGTGGTTGTACTATCACCGTCCTGTCTACATCCACGAGAGCTTT
GTAACAGCCCAAAGTCCGTTGGGGTTACCCGATCGGGAGCCAGCCGCTTATAAGGT
GGGACTAGGATG 3’
รูปที่ 15 ล ําดับนิวคลีโอไทดของ LAB-4

จากนัน้น ําไปเทียบเคียงกับลํ าดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวใน Genbank พบวา ลํ าดับนิว
คลโีอไทดที่ไดมีความคลายกับลํ าดับนิวคลีโอไทดของ Weissella confusa โดยมีคา E = 0.0 และ 
ระดับความคลาย(Identities) 99 % (ภาคผนวก ง. หมายเลข 3)



บทที่ 5

วิจารณและสรุปผลการทดลอง

1. คัดแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

เมือ่น ําทางเดนิอาหารสวนตางๆ (ลํ าไส, กระเพาะ, ไสติ่ง) ของปลากะพงขาวทั้ง 20 ตัว 
จากทีจ่บัไดในทะเล แหลงนํ้ ากรอยและจากการเพาะเลี้ยงในกระชังมาทํ าการแยกหาแลกติกแอซิด
แบคทเีรียโดยปลาที่คัดเลือกมานั้นจะมีขนาด 3.0-5.0 กิโลกรัม อายุ 2-3 ป ซึ่งเปนชวงขนาดและ
อายขุองการผสมพันธุและวางไข(สมใจ, 2527) เปนปลาที่มีสุขภาพดี สังเกตจากลักษณะภายนอก
ของปลาตองไมมีแผล เกล็ดไมหลุด หางไมเปอย ลักษณะการวายนํ้ าของปลาตองปราดเปรียว 
วองไว ซึ่งเปนลักษณะที่โดดเดนของปลากะพงขาว มาแยกหาแลกติกแอซิดแบคทีเรียบนอาหาร
แข็ง MRS พบแบคทีเรียจํ านวน  9.5 x 106 –  5.5 x 108 เซลล/กรัมของทางเดินอาหาร ซึ่งสอด
คลองกับผลการทดลองของ Jankauskiene (1995), Ringo and Gatesoupe (1998) รายงานวา
แลกติกแอซิดแบคทีเรียหลายสายพันธุเปนสวนหนึ่งของแบคทีเรียประจํ าถิ่นในลํ าไสของปลาที่มีสุข
ภาพดี Hagi et al. (2004) ศกึษาสายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในลํ าไสของปลานํ้ าจืด 4 
ชนดิ ทีเ่ลี้ยงในบอโดยใชนํ้ าจากทะเลสาบ Kasumigaura และใหอาหารปลาปกติ (commercial 
diet) พบวา สายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะแตกตางกันตามฤดูกาลและไมขึ้นกับชนิดของ
ปลา กลาวคือ ในฤดูรอน (อุณหภูมิของนํ้ าสูงกวา 20 องศาเซลเซียส) พบ Lactococcus lactis 
9.0 x 105 – 4.8 x 10 7 CFU/ กรัมลํ าไส   ฤดูหนาว (อุณหภูมิของนํ้ า 4-10 องศาเซลเซียส) พบ 
Lactococcus raffinolactis 5.2 x 105 – 3.9 x 106 CFU/ กรัมลํ าไส สวนในฤดูใบไมผลิและใบไม
รวง (อุณหภูมิของนํ้ า 13 และ 17 องศาเซลเซียส) ไมพบวามีสายพันธุใดของแลกติกแอซิด
แบคทเีรียทีม่จี ํานวนสงูกวาสายพันธุอ่ืนๆอยางโดดเดน ในขณะที่จํ านวนแบคทีเรียทั้งหมดมี 1.3 x 
106 – 1.9 x 109 CFU/ กรัมลํ าไส เห็นไดวาสายพันธุของแบคทีเรียที่พบในทางเดินอาหารของปลา
นัน้ขึน้กบัส่ิงแวดลอมที่เลี้ยง ไดแก นํ้ า อาหาร และกลไกการตานแบคทีเรียของปลา (Olafsen, 
2001; Jankauskiene, 2000a)

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

นํ าแบคทีเรียที่แยกไดมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคในปลา ไดแก 
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila
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ดวยเทคนิค well agar diffusion พบวา สวนนํ้ าใสของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย มีคา pH 3.5 - 4.5 
ซึง่มภีาวะเปนกรดที่สรางโดยแลกติกแอซิดแบคทีเรีย จึงทํ าการปรับ pH ใหไดคาประมาณ 6.5 เพื่อ
ศึกษาความสามารถของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อกอโรคหลังขจัดอิทธิพลของกรด 
สวนการที่จะระบุประเภทของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจะตองทํ าการศึกษาตอไป  
จาก 74 ไอโซเลต พบ 5 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila และพบวาสวนนํ้ า
ใสของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่ไมไดผานการปรับ pH (pH 3.5-4.5) มคีวามสามารถในการยับยั้ง 
A. hydrophila มากกวา (บริเวณใสกวางกวา)สวนนํ้ าใสที่ผานการปรับ pH เปน 6.5 เนื่องจากผล
ของกรดแลกติกรวมกับสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคประเภทอื่นๆ การคัดเลือกโพรไบโอ
ตกิดวยเทคนิค well agar diffusion นีเ้ปนวธิพีืน้ฐานที่ทํ ากันอยางแพรหลาย (ฐติิพงศ, 2538; วรร
นภิา, 2539; Joseph et. al., 1998; วลิาวัณย, 2543; ศริิเพญ็, 2546) ขอดีของวิธีนี้ คือ งายสะดวก 
สิน้เปลืองคาใชจายและเวลานอย สวนขอเสีย คือ สารที่ทดสอบตองมีความสามารถในการยับยั้ง
สงู เนือ่งจากเปนวิธีที่มีความไว (sensibility) สงู ถาความเขมขนของสารตานจุลชีพที่อยูในสวนนํ้ า
ใสมตีํ ่า อาจท ําใหไมเกิดการยับยั้ง หากใชวิธีนี้ในการคัดเลือกโพรไบโอติกจึงควรลดปริมาณนํ้ าใน
สวนนํ ้าใสและใชสวนใสที่นํ านํ้ าออกแลวในปริมาตรที่กํ าหนดไว (100 ไมโครลิตร) เพื่อใหสารตาน
จุลชีพมีความเขมขนมากขึ้น มีรายงานหลายฉบับที่ใชเทคนิคการคัดเลือกโพรไบโอติกที่แตกตาง
จากนี้ ดังเชน Gibson et al. (1998) ศกึษาความสามารถของ Bacteriocin-like inhibitory 
substance ทีส่รางจาก Aeromonas media A199 ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในสัตวนํ้ าและ
มนษุย ดวยเทคนิค diametric-streak เพือ่ดูการเกิดบริเวณยับยั้ง Jacobsen et al. (1999) คัด
เลือก Lactobacillus spp. 47 สายพนัธุ เพื่อใชเปนโพรไบโอติกในคนในเบื้องตนทํ าการทดสอบใน
ระดับหลอดทดลอง (in vitro) ดวยวิธี agar spot เพือ่หา Antimicrobial activity นอกจากนั้นยัง
ทดสอบความสามารถในการเกาะติด ความทนทานตอ pH และนํ้ าดี Nikoskelainen et al. (2001)
คดัเลอืกโพรไบโอติกโดยใชสมบัติการยึดติดบนเมือก การเจาะทะลุเมือก การยับยั้งการเจริญและ
การยดึติดของแบคทีเรียกอโรค ดวยการติดฉลากสารกัมมันตรังสี [methyl-1,2-3H]thymidine บน
แบคทเีรียทีส่นใจ นอกจากนี้ยังหาความสามารถในการตานทานตอนํ้ าดีอีกดวย Villamil et al. 
(2003) ศกึษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคดวย extracellular products (EPCs) ของแลก
ตกิแอซิดแบคทีเรีย ใน 96-well plate โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อดูเปอรเซ็นตการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียกอโรค โดยใชสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในระดับหลอดทดลอง (in vitro) ดัง
นัน้ ควรเพิ่มเกณฑในการคัดเลือกโพรไบโอตกิ เชน การทดสอบความสามารถในการเกาะติดกับ
เยือ่บุทางเดนิอาหารในระดับหลอดทดลอง ความสามารถในการทนเกลือ (NaCl) และเกลือนํ้ าดี 
(bile salt) ในภาวะจ ําลองที่คลายคลึงกับภาวะภายในทางเดินอาหารของปลา หรือการใชเทคนิค
ตางๆ มากกวา 1 เทคนิคในการยืนยันผลการทดสอบ    
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3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

น ํา 5 ไอโซเลต ที่ใหผลยับยั้ง A. hydrophila มาทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีว
เคม ีพบวา ผลการทดสอบของ 5 ไอโซเลต เปนแกรมบวก มีทั้งรูปรางแทง(rod), กลม(cocci) และรี
(coccobacilli) ไมเคลือ่นที่ ผลทดสอบคะตะเลสและออกซิเดสเปนลบ โดยเมื่อนํ าไปเปรียบเทียบ
คณุสมบัติที่มีรายงานไวใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th พบวา สมบัติ
เหลานี้เปนลักษณะของแบคทีเรียกลุมแลกติก สวนความสามารถในการใชคารโบไฮเดรต พบวา 
ทัง้ 5 ไอโซเลต สามารถใชนํ้ าตาลกลูโคสและซูโครสเปนแหลงพลังงานได มีบางไอโซเลตที่สามารถ
ใชนํ ้าตาลอะราบิโนส, แมนนิทอล และแลกโทสได และไมมีไอโซเลตใดที่สามารถใชนํ้ าตาลอิโนซิ
ทอลได นอกจากนี้ยังพบวาทุกไอโซเลตทนเกลือ (NaCl) ไดในชวง 4-6 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) และ
ทนเกลือนํ้ าดี (bile salt) ได 0.1 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) ยกเวน LAB-3 ทีไ่มสามารถทนเกลือนํ้ าดีได 
เมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th พบวา สมบัติ
ของ LAB-4 ยงัไมเพยีงพอที่จะระบุสายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียได การที่ไมสามารถระบุ
สายพันธุจาก Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th ไดนัน้อาจเนื่องจากสมบัติ
ทางชีวเคมี ชนิดของคารโบไฮเดรตที่ทดสอบนั้นนอยเกินไปและการแบงกลุมของแบคทีเรียกลุม
แลกตกินัน้มกีารจดัจ ําแนกใหมอยูเสมอ ดังนั้น ในการหาเอกสารทางวิชาการอางอิงเพื่อระบุสาย
พันธุของแบคทีเรียกลุมแลกติกนั้นจึงควรเปนเอกสารที่มีรายงานในปจจุบันไมควรนํ าเอกสารเกาๆ
มาใชอางอิง

4. การเตรยีมอาหารผสมแบบเปยก(Moist Diet)สํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

หลงัจากนั้นเตรียมอาหารปลาผสมแบบเปยก (Moist Diet) ใหมีระดับโปรตีน 45-50 % 
และ ระดับไขมัน 13-18 % (วิเชียร และคณะ, 2532; Catacutan et al., 1997, Boonyaratpalin, 
1997; Williams et al., 2003) โดยการเตรียมอาหารปลาครั้งแรกใชสูตรอาหารของ 
Boonyaratpalin, 1997 ซึง่ไมมปีลาเปดบดเปนสวนประกอบ ฝกใหปลากินอาหารผสมมื้อละนอยๆ
กอนโดยใหรวมกับปลาเปดบดซึ่งเปนอาหารเดิมที่ปลากินอยู และคอยๆเพิ่มปริมาณอาหารผสม
และลดปรมิาณปลาเปดบด ปรากฎวา ปลาไมยอมกินอาหารผสม ทํ าใหเกิดปญหานํ้ าเสีย จึงตอง
ท ําการดดัแปลงสูตรอาหารโดยเพิ่มปลาเปดบดลงไปในสูตรอาหารดวยเพื่อเพิ่มกลิ่นคาว เมื่อนํ ามา
ใหปลากนิปรากฎวาปลากินไดดีข้ึนแตยังนอยกวาการใหอาหารสด (ปลาเปดบด) สาเหตุที่ตองใช
อาหารผสมแบบเปยกเนื่องจากสามารถระบุระดับความชื้น, โปรตีน, ไขมัน, เถา, เยื่อใย และ 
คารโบไฮเดรตที่แนนอนได และจากการวิเคราะหอาหารผสมแบบเปยก พบวา ในอาหารปลา 1 
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กรัม(นํ ้าหนกัเปยก) มีโปรตีน, ไขมันและความชื้น 21.04, 3.37 และ 50.28 % ตามลํ าดับ ซึ่งเมื่อ
ค ํานวณโปรตนีและไขมัน ในอาหารปลา 1 กรัม(นํ้ าหนักแหง) จะพบวามีโปรตีน 42.08 % ซึ่งสอด
คลองกบังานวจิัยขางตนและไดโปรตีนในระดับที่ตองการ สวนไขมันมี 6.74 % ซึ่งตํ่ ากวาที่ตองการ 
คอื 13-18 % ปลาที่ไดรับไขมันไมเพียงพอจะแสดงอาการบริเวณครีบและผิวหนัง ตาผิดปกติ เกิด
การชอ็ก เบื่ออาหาร โตชา ตับบวมและออน (Boonyaratpalin, 1997)  แตปลาที่เลี้ยงในครั้งนี้ไม
แสดงอาการดงักลาวอาจเปนเพราะระยะเวลาที่เลี้ยงสั้น คือ ในตูกระจก 30 วัน ในกระชัง 60 วัน 
และใชอาหารเดียวกันในทุกกลุมทดลอง ขอเสียของการใหอาหารผสมแบบเปยก คือ อัตราการ
เจริญเติบโตของปลาจะตํ่ ากวาปลาที่เล้ียงดวยอาหารสดและนํ้ าเสียงายกวาอาหารสดที่ปลามักจะ
กนิหมดในทนัที โดยปกติแลวจะใหอาหารปลา(นํ้ าหนักแหง) 5-10 %ของนํ ้าหนักปลา (สโมสรคณะ
ประมง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร, 2531) ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงใชอาหารปลาผสมแบบเปยกที่
ดัดแปลงจาก Boonyaratpalin, 1997 ในการเลี้ยงปลา

5. การหาคาความเขมขนที่ทํ าใหปลากะพงขาวตาย 50 % (Median Lethal concentration ; 
LC50)

การหาคา Median lethal concentration(LC50) ของ A. hydrophila ตอปลากะพงขาว 
โดยท ําการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ทีไ่ดรับการอนุเคราะหจากศูนยวิจัยโรคสัตวนํ้ า 
คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  A. hydrophila เปนแบคทีเรียที่พบไดในนํ้ าทั่ว
ไป สตัวและคนปกติ (เกรียงศักดิ์และคณะ, 2533) มีรายงานวาพบโรคที่เกิดจาก A. hydrophila
ทั้งในสัตวและคนเปนครั้งแรกในไทยเมื่อป 1976 และ อีกครั้งในป 1979 ความเขมขนของ           
A. hydrophila  ในนํ ้าทีส่ามารถกอใหเกิดโรคระบาดในปลา คือ 103-105 เซลล/มลิลิลิตร และ 
Saitanu et al. 1976 รายงานวา 24 ชั่วโมงหลังจากที่ปลา clariid catfish ไดรับ A. hydrophila 
ความเขมขน 8 x 106 เซลล ดวยการฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular injection) จะสรางสารที่ทํ า
ใหหลอดเลือดของปลาไดรับความเสียหาย (hemorrhagic lesion) (Saitanu, 1986) เกรียงศักดิ์
และคณะ, 2533 รายงานคาความเขมขนที่ทํ าใหปลาติดเชื้อ 50 % (Infective dose 50 % : ID50) 
ของ A. hydrophila 4 สายพนัธุ ในปลาดุกดานและปลาชอน พบวา ในปลาทั้ง 2 ชนิดและ A. 
hydrophila ทัง้ 4 สายพันธุ มีคา ID50 อยูในชวง 9.49 x 105 - 5.08 x 108 จากรายงานตางๆจะเห็น
ไดวาความเขมขนของ A. hydrophila ทีน่าจะทํ าใหปลาตาย 50 %(LC50) จะอยูในชวง 106-108

หรือ 6-8 log10 เซลล/มิลลิลิตร ดังนั้น จงึท ําการทดลองโดยใชความเขมขนของ A. hydrophila ใน
ชวงดงักลาว พบวา กลุมควบคุมและกลุมที่เหนี่ยวนํ าดวยความเขมขนของ A. hydrophila 6.85 
และ 6.91 log10 เซลล/มิลลิลิตร ไมมปีลาตาย ตลอด 120 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 7.60, 7.63, 7.73, 
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8.26, 8.32 และ 8.48 log 10 เซลล/มิลลิลิตร ปลาตายทัง้หมดที่เวลา 120 ชั่วโมง จึงไดวา 7.76, 
7.47, 7.26 log10 เซลล/มิลลิลิตร เปนคา LC50 ทีเ่วลา 72, 96 และ 120 ชั่วโมง ตามลํ าดับ นํ าคา 
LC50 นี้ ไปใชในการทดลองตอไป    ยนืยนัสาเหตุการตายของปลาดวยวิธี plate count  พบ A.  
hydrophila 1.0 x 107 – 1.29 x 108 เซลล/มิลลิลิตร

6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลา
ในตูกระจกและกระชัง

การผสมแบคทีเรียในอาหารปลา การทดลองในระดับตูกระจกใชอาหารที่ไมเสริมแลกติก
แอซดิแบคทีเรีย (กลุมควบคุม) และอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 107 เซลล/
กรัมอาหาร (กลุมทดลอง LAB 1-5)  ทนัททีีผ่สมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากลุมทดลอง
เรียบรอยแลว (วันที่ 0) ทํ าการตรวจนับปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารแตละกลุม พบวา 
ในอาหารกลุมควบคุมมีแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยู 103 เซลล/กรัมอาหาร เนื่องจากแลกติกแอซิด
แบคทเีรียเปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติและพบมากในอินทรียสาร เชน พืชที่เนาเปอย ลํ า
ไสหรอือวัยวะขับถายของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Sillanpaa, 2001) ดงัจะเห็นไดวาในอาหารปลา
ผสมทีท่ ําการเตรียมขึ้นมานั้นประกอบไปดวยอินทรียสารมากมาย ไดแก ปลาเปดสดบด ปลาปน 
เปลอืกกุงปน นํ้ ามันทูนา แตเมื่อพิจารณาดูลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS พบวา 
แตละโคโลนจีะมลีักษณะที่แตกตางกัน เชน บางโคโลนีมีขนาดใหญ ผิวหนาและขอบเรียบ บางโค
โลนมีขีนาดเล็กและขอบหยัก เปนตน และลักษณะของโคโลนีไมเหมือนกับแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ในกลุมทดลอง จึงเชื่อไดวาแบคทีเรียที่พบในอาหารกลุมควบคุมนั้นไมใชแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
สายพันธุเดียวกับกลุมทดลองแตนาจะเปนสายพันธุอ่ืนๆที่มาจากสวนประกอบตางๆของอาหาร 
และเมื่อตรวจนับปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารแตละกลุมทดลอง พบวา ทุกกลุม
ทดลองที่ใหอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 1 - 5 (LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 
และ LAB-5) มปีริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 107 เซลล/กรัมอาหาร และลักษณะของโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็ง MRS เปนลักษณะเดียวกันทั้งจานเพาะเชื้อ หลังจากนั้นทํ าการตรวจนับ
ปริมาณแลกตกิแอซิดแบคทีเรียในอาหารทุก 7 วัน เปนเวลา 28 วัน พบวา กลุมควบคุมมีปริมาณ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียเทาเดิม คือ 103 เซลล/กรัม ตลอด 28 วัน สวนในกลุมทดลอง วันที่ 7 
ปริมาณแลกตกิแอซิดแบคทีเรียในทุกกลุมทดลองยังคงที่ (เทากับวันที่ 0) วันที่ 14 กลุม LAB-1 มี
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารลดลง 1 log cycle ในขณะทีก่ลุมอ่ืนๆยังคงที่ (เทากับวัน
ที ่0) วนัที่ 21 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหาร ทุกกลุมทดลองลดลง 1 log cycle ยกเวน
กลุม LAB-2  วนัที่ 28 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียลดลง 1 log cycle ทกุกลุมทดลอง จากผล
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การทดลองแสดงเห็นวาไมควรเตรียมอาหารปลาที่ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไวนานเพราะ
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะลดลง ดังนั้น เมื่อคัดเลือกไดแลววาจะนํ าไอโซเลตที่ 4 มาขยาย
ขนาดการเลีย้งในกระชังเราจึงทํ าการผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารทุกๆ 7 วัน เพื่อใหปลา
ไดรับแลกติกแอซิดแบคทีเรียตามที่ตองการ   และการทดลองในระดับกระชังจะมีอาหาร 3 กลุม
ดวยกนั คือ อาหารที่ไมเสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย (กลุมควบคุม) อาหารที่เสริมแลกติกแอซิด
แบคทีเรียความเขมขน  105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (กลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7) เมือ่ตรวจ
นบัปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในกลุมควบคุม พบวามีแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยู 103 เซลล/
กรัมอาหาร และในแตละจานเพาะเชื้อจะพบลักษณะของโคโลนีแตกตางกันไป เมื่อตรวจนับ
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในกลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7 มปีริมาณ 105 และ 107 เซลล/กรัม
อาหาร ตามลํ าดับ

7. การเลี้ยงปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วัน ในตูกระจกและการทดสอบความ
สามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากเชื้อกอโรค 
Aeromonas hydrophila  ในตูกระจก

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 30 วัน ในตูกระจกดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียแต
ละไอโซเลตดวยความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร เปนระยะเวลา 30 วัน เพื่อคัดเลือกแลกติกแอ
ซดิแบคทเีรียทีส่ามารถเสริมการเจริญเติบโตของปลา และตานทานโรคได ชั่งนํ้ าหนัก วัดความยาว 
และนบัจ ํานวนปลาทีร่อดชีวิตทุก 15 วัน พบวา นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาที่นํ ามาทดลอง
นัน้ในแตละกลุมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) เนือ่งจากปลากะพงขาวเปนปลาที่
มีการแตกขนาดมากแมวาจะเปนปลาที่เกิดจากพอ-แมพันธุและเวลาเดียวกันก็ตามและจากการ
เลีย้งปลากะพงขาวจะสังเกตเห็นวา หากปลาตัวไหนมีขนาดใหญก็จะใหญกวาตัวอื่นๆอยางเห็นได
ชดั สวนตวัเลก็กจ็ะเล็กจนสังเกตเห็นไดชัดเจนเชนกัน และจากขอจํ ากัดดานจํ านวนลูกพันธุปลาที่
ซื้อจากฟารมทํ าใหไมสามารถคัดขนาดปลาใหมีขนาดใกลเคียงกันในทุกกลุมทดลองได แตเมื่อ
เลีย้งปลาไป 15 วัน นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาในทุกกลุมทดลองไมแตกตางกัน และเมื่อ
เลีย้งปลาครบ 30 วัน ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 4(LAB-
4) มีนํ้ าหนักและความยาวเพิ่มข้ึนแตกตางจากกลุมอ่ืนๆอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และเมื่อ
พจิารณาจ ํานวนปลาที่รอดชีวิต พบวา ปลาในกลุมควบคุมมีการรอดชีวิต 57.5 % สวนในกลุม
ทดลอง LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 และ LAB-5 มีปลารอดชีวิต 67.5, 57.5, 62.5, 77.5 และ 
60.0 % ตามล ําดบั  ซึ่งเห็นไดวาปลาในกลุม LAB-4 มปีลารอดชีวิตสูงกวากลุมอ่ืนๆดวย ดังนั้น จึง
เลือกไอโซเลต LAB-4 นีไ้ปเลีย้งปลาในกระชังตอไป สาเหตุที่ปลาในกลุมควบคุมมีจํ านวนปลารอด
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ชวีติตํ ่าอาจมาจากอาหารซึ่งปกติแลวปลากะพงขาวเปนปลากินเนื้อ (carnivore) กนิอาหารสดหรือ
อาหารทีม่ชีวีิต คือ ในชวงของการอนุบาล ปลาจะกินโรติเฟอร  อารทเีมีย เมื่อปลาโตขึ้นก็จะกิน
เศษปลาหรือปลาเปดไดดี แตในงานวิจัยนี้ใชอาหารผสมแบบเปยกซึ่งมีขอเสีย คือ ทํ าใหปลามี
ความสามารถในการตานทานโรคตํ่ ากวาปลาที่กินอาหารสด  และเมื่อเทียบปริมาณอาหารที่ปลา
กนิกพ็บวาปลาจะกินอาหารสดไดในปริมาณมากกวาอาหารผสม ขอดี คือ สามารถควบคุมระดับ
ของสารอาหารและจํ านวนแลกติกแอซิดแบคทีเรียได และโดยทั่วไปแลวการอนุบาลปลาขนาด 1-2 
เซนตเิมตร จนถงึ 10 เซนติเมตร สวนใหญจะทํ าการอนุบาลในกระชังเพราะปลามีอัตราการรอดสูง
กวาการเลีย้งในบอ ดวยเหตุที่วาปลาในกระชังไดอยูในแหลงนํ้ าธรรมชาติ ซึ่งมีความอุดมสมบูรณ
อยูแลว การอนุบาลในบออาจเกิดโรคไดงายเพราะปลามักวายไปชนขางบอทํ าใหเกิดแผลไดงาย 
(สมใจ, 2527) ทํ าใหปลาออนแอและตายไดงาย จากนั้นนํ าปลาที่เหลือจากกลุมควบคุมและกลุม 
LAB-4 มาทดสอบความสามารถในการตานทานโรคดวยการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจาก A. 
hydrophila ดวยวิธีแช (Immersion challenge) พบวา ที่เวลา 24 ชั่วโมง กลุมควบคุมมีปลาตาย
สะสม 37.5 % ในขณะที่กลุม LAB-4 มปีลาตายสะสม 20 % ที่เวลา 48 ชั่วโมง กลุมควบคุมมีปลา
ตายสะสม 100 % กลุม LAB-4 มปีลาตายสะสม 30 % เห็นไดวา กลุม LAB-4 สามารถตานทาน
โรคไดดีกวากลุมควบคุมและแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) ซึ่งสอดคลองกับผลการ
ทดลองของ Nikoskelainen et al., 2001; Villamil et al., 2003  ในดานคุณภาพนํ้ าปริมาณไน
ไตรทอยูในระดับคอนขางอันตรายเนื่องจากมีเศษอาหารเหลือในตู จึงตองมีการเปลี่ยนถายนํ้ าครั้ง
ละ 50 %ของปรมิาตรนํ ้าในตู ทุกๆ 2 วัน สวนปริมาณไนเตรท ฟอสเฟต อุณหภูมิ พีเอช ความเค็ม 
อัลคาลนิติี ้ แอมโมเนียมรวม และออกซิเจนที่ละลายในนํ้ านั้นอยูในระดับที่เหมาะสมกับการเลี้ยง
ปลา

หลงัจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร 
ดวยวธิแีชในระดับตูกระจก พบวา ปลาไมแสดงอาการจากการติดเชื้อ A. hydrophila เราจึงทํ าการ
ตรวจหา A. hydrophila จากปลาที่ตายดวยวิธี plate count พบ A. hydrophila 1.3 x 106 – 4.2 x 
107 เซลล/มิลลิลิตร
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8. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชังและการทดสอบความสามารถ
ของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas 
hydrophila รวมทั้งการตรวจดูแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด
(SEM) และ Immunohistochemistry

 เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน ในกระชังดวยอาหารที่เสริม LAB-4  ดวยความเขมขนที่
แตกตางกัน 2 ความเขมขน  คือ 105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร เปนระยะ
เวลา 60 วนั ทกุๆ 15 วัน พบวา วันที่ 0, 15 และ 30 นํ้ าหนักและความยาวของปลาไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05)ในทกุกลุมทดลอง แตพบวาวันที่ 45 ของการเลี้ยง ปลาในกลุมควบคุมมี
นํ้ าหนักและความยาวมากกวาปลาในกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
เลตที่ 4 ทั้ง 2 ความเขมขน คือ 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (LAB-4/5 และ LAB-4/7) อยางมี
นัยสํ าคัญ(p<0.05) และทั้งนํ้ าหนักและความยาวของปลาไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>
0.05) ในทกุกลุมทดลองในวันที่ 60 ของการเลี้ยง  และสมบตัิตางๆของนํ้ าเลี้ยงปลาอยูในเกณฑที่
เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว

ทํ าการตรวจเยื่อบุดานในของลํ าไสปลาเพื่อดูความสามารถในการเกาะติดเยื่อบุลํ าไสดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด(Scanning Electron Microscope) พบวา เยื่อบุลํ าไสมี
ลักษณะเปน villi มกีลุมของแบคทีเรียที่เกาะอยูบน villi นอยแตสามารถพบกลุมแบคทีเรียที่มี
ลกัษณะคลายกับ LAB-4 ในลํ าไสปลากลุม LAB-4 ทัง้ 2 ความเขมขนแตไมพบแบคทีเรียลักษณะ
เดยีวกันในกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 12 การทีป่ลาทั้ง 3 กลุมทดลองใหผลในการเจริญเติบโต
และความสามารถในการตานโรคไมแตกตางกันอาจเกิดจากการเลี้ยงปลาในกระชังที่ปกอยูในบอ
ดนิเปนแบบระบบเปด แบคทีเรียในนํ้ านาจะมีผลตอสุขภาพปลามากกวา LAB-4 ทีเ่สริมในอาหาร
เนือ่งจากระบบทางเดินอาหารของปลาจะมีการเขา-ออกของนํ้ าในบอเลี้ยงตลอดเวลา หรืออาจเกิด
จากการทีล่ ําไสของปลานั้นยาว ทํ าใหการใชแบคทีเรียเพียงสายพันธุเดียว (monoculture) เพื่อ
ปรับสมดุลของจุลินทรียในทางเดินอาหาร โดยวิธีการผสมแบคทีเรียลงในอาหารนั้นไมสงผลดีตอ
สขุภาพปลาขนาดใหญ

เมือ่ท ําการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร ดวย
วธิฉีีดเขาชองทอง (Intraperitoneal injection challenge) พบวา ปลาทั้ง 3 กลุม คือ กลุมควบคุม, 
LAB-4/5 และ LAB-4/7 มจีํ านวนปลาตายสะสมไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) สวนใน
กลุมที่ไมไดฉีด A. hydrophila ไมมกีารตาย จากนั้นนํ าเนื้อเยื่อสวนตางๆของปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila  มาตรวจหา A. hydrophila โดยใชเทคนิค Immunohistochemistry
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พบวา สามารถตรวจพบ A. hydrophila ในเนือ้เยือ่สวนตางๆของปลาซึ่งมีลักษณะสีนํ้ าตาลใน
เนือ้เยือ่ตางๆ การเกิดสีนํ้ าตาลในเนื้อเยื่อ ดังแสดงในรูปที่ 14

สาเหตุของการเปลี่ยนแปลงวิธีการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากวิธีแชมาเปนวิธีฉีดเขาชองทอง
เนือ่งจากขนาดของปลาหลังเลี้ยงในกระชังครบ 60 วัน มีนํ้ าหนักเฉลี่ย 42.21 กรัม ความยาวเฉลี่ย 
15.06 เซนตเิมตร และเลี้ยงในถังนํ้ าปริมาตร 100 ลิตร หากเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธีการแชจะ
ทํ าใหตองเตรียมเชื้อปริมาณมากจึงเห็นวาวิธีการฉีดเปนวิธีที่เหมาะสมกับปลาขนาดของปลาและ
ปลาไดรับเชื้อโดยตรง ปลาที่ไดรับเชื้อจะมีแผลขางลํ าตัวและจะมีจํ้ าเลือดที่อวัยวะภายใน (Camus 
et al., 1998; Cipriano, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 13 ซึง่แตกตางจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธี
แช ซึง่ไมพบแผลบริเวณลํ าตัวแตอวัยวะภายในมีจํ้ าเลือด และเมื่อนํ าเนื้อเยื่อบริเวณตางๆของปลา 
ไปตรวจพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อดวยเทคนิค Immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีความจํ าเพาะตอ A. hydrophila (AH-2,IgG2b; AH-29,IgG2a และ AH-
44,IgG2a) พบวา สามารถตรวจพบการติด A. hydrophila ทีบ่ริเวณตางๆของเนื้อเยื่อในเนื้อเยื่อ
ของปลาทุกกลุ มที่ถูก เหนี่ยวนํ  าให  เกิดโรคซึ่ งมีลักษณะเป นสีนํ้  าตาลในเนื้อ เยื่อ  วิธี  
Immunohistochemistry นีเ้ปนวิธีเดียวกับ Gildberg et al. ในป 1998 ใชในการยืนยันวา 
Carnobacterium divergens    สามารถเกาะติดในทางเดินอาหารของปลาไดซึ่งแสดงใหเห็นวา 
C. divergens มคีวามสามารถในการเปนโพรไบโอติก เนื่องจากสามารถตรวจพบ C. divergens 
ไดในเนือ้เยือ่ตางๆของปลา การยืนยันผลดวยวิธีนี้มีตนทุนสูงและผูทํ าตองมีความชํ านาญ ขอดี คือ 
มคีวามถูกตองสูง

9. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจาก LAB-4   โดยวิธี   High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) และ การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด16เอสไรโบโซมัล  
ดีเอ็นเอ ของ LAB-4

ตรวจหาความสามารถในการสรางกรดแลกติกและหาปริมาณของกรดแลกติกที่สรางจาก 
LAB-4 ดวยเทคนิค HPLC พบวา หลังการเพาะเลี้ยง LAB-4 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สามารถตรวจพบ
กรดแลกติกได 730 mM ซึง่ขัน้ตอนนี้เปนการระบุวา LAB-4 เปนแบคทีเรียที่สามารถสรางกรดแลก
ติกอันเปนคุณสมบัติสํ าคัญของแบคทีเรียกลุมแลกติกซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของ Staniforth et 
al., 1998; Lefebvre et al., 2002; Magnusson et al., 2003 ทีใ่ชเทคนิค HPLC ในการตรวจหา
กรดแลกติกในสารตัวอยาง  จากนัน้ใชเทคนคิทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุลเพื่อวิเคราะหหาลํ าดับ
นวิคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ของ LAB-4 แลวน ําไปเปรียบเทียบกับที่มีรายงานไวใน Genbank 
พบวา ลํ าดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความคลายกับลํ าดับนิวคลีโอไทดของ Weissella confusa โดยมี
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คา E = 0.0 และมีระดับความคลาย(Identities) 99% ซึง่วธิดีงักลาวเปนที่ยอมรับกันอยางกวาง
ขวาง(Kabadjova et al., 2002; Heilig et al., 2002; Magnusson et al., 2003; Japoni et al., 
2004)  ป 2002 Nam et al. รายงานวา W. confusa strain PL9001 มคีวามสามารถในการยับยั้ง 
Helicobacter pylori  ซึง่เปนแบคทีเรียแกรมลบ สาเหตุของโรคกระเพาะอาหารอักเสบและมะเร็ง
กระเพาะอาหาร โดยใชเทคนิคการยอมสีแกรม(Gram staining)และตรวจดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด(SEM) เพือ่ดูความสามารถในการยึดเกาะของ H. pylori บน human 
gastric-cell line MKN-45 cells หลงับมดวยสารปฏิชีวนะ(amoxicillin)  สวนนํ้ าใสของ PL9001
ทัง้ที่ปรับ pH และไมปรับ pH พบวา ปริมาณของ H. pylori ในกลุมที่บมดวยสวนนํ้ าใสของ
PL9001 ที่ไมปรับ pH มปีริมาณนอยกวากลุมที่บมดวยสวนนํ้ าใสของ PL9001 ที่ปรับ pH และที่
บมดวยสารปฏิชีวนะ ตามล ําดับ ดังนั้น W. confusa strain PL9001 จงึมแีนวโนมที่จะเปนโพรไบ
โอติกได

จากผลการทดลองที่กลาวมาทั้งหมดจะเห็นวา Weissella sp. ทีค่ดัเลอืกไดนั้นมีแนวโนม
ทีจ่ะเปนโพรไบโอติกสํ าหรับปลากะพงขาว แตควรเลี้ยงในระบบปดที่มีการหมุนเวียนของโพรไบโอ
ติกตลอดเวลาเนื่องจากการใหโพรไบโอติกตอสัตวนํ้ าควรใหอยางตอเนื่องและหากจะใหผลดีควร
ใหตั้งแตวัยออนโดยเสริมลงไปในอาหาร เชน ในปลากะพงขาววัยออนจะกินอาหารจํ าพวกโรติ
เฟอรหรืออารทีเมีย จึงควรเพาะโรติเฟอรหรืออารทีเมียที่จะนํ าไปเลี้ยงปลาดวยโพรไบโอติกเพื่อให
โพรไบโอติกไปเปนแบคทีเรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหาร ทํ าใหเชื้อกอโรคไมสามารถยึดเกาะบน
เยื่อบุทางเดินอาหารได หากตองการใหโพรไบโอติกกับปลาในชวงวัยรุนซึ่งมีระบบทางเดินอาหาร
ยาว นาจะมกีารปรับจากการใชแบคทีเรียเพียงสายพันธุเดียว(monoculture) ในการผสมกับอาหาร
เลี้ยงปลามาเป นการใช แบคที เ รียที่มีสมบัติ เป นโพรไบโอติกหลายๆสายพันธุ ผสมกัน
(cocktailculture) แลวจงึผสมลงในอาหารเลี้ยงปลาเพื่อไมเปนการปรับแบคทีเรียประจํ าถิ่นในทาง
เดนิอาหารของปลามากเกินไป
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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบ

1. อาหารเหลวแลกโตบาซลิไล เอ็ม อาร เอส ( Lactobacilli MRS broth )
โปรติโอสเปปโตน เบอร 3 ( Proteose peptone No.3 )           10.0                          กรัม
ผงสกัดจากเนื้อ ( Beef extract)                              10.0                          กรัม
ผงสกัดจากยีสต ( Yeast extract )                                          5.0                          กรัม
เดกซโตส ( Dextrose)                                                         20.0                           กรัม
ทวีน 80 ( Tween 80)                                                           1.0                            กรัม
 ไตรแอมโมเนียมซิเตรท ( tri-ammonium citrate )                  2.0                            กรัม
โซเดียมอะซิเตรท ( CH3COONa )                                         5.0                            กรัม
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)                                       0.1                            กรัม
แมงกานีสซัลเฟต ( MnSO4.4H2O)                                        0.04                         กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)                          2.0                          กรัม
ปรับพีเอชเปน 6.5±0.2
นึง่ฆาเชือ้ทีอุ่ณหภูมิ และความดันมาตรฐาน ( 15 ปอนด / ตารางนิ้ว 121 ซ° เปนเวลา 15

นาท ี) ถาตองการอาหารแข็งเติมวุนผง 10 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร

2. อาหารเหลวทริปติกซอย ( Tryptic soy broth )
ทริปโตน ( Tryptone )                                                            17.0              กรัม
ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone)                                                     3.0             กรัม
เดกซโตส (Dextrose)                                                              2.5                         กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                           5.0                        กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4)                            2.5                        กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.3±0.2
นึง่ฆาเชือ้ทีอุ่ณหภูมิ และความดันมาตรฐาน ถาตองการอาหารแข็งเติมวุนผง 10 กรัมตอ

อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร
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3. อาหารแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท (Thiosulfate citrate bile salt agar)
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)                                               5.0                       กรัม
โปรติโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3)                10.0                       กรัม
โซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O2)                                                10.0                       กรัม
โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2)                       10.0                       กรัม
ออกซกอล (Oxgall)                                                                   8.0                      กรัม
แซคคาโรส                                                                              20.0                       กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                           10.0                       กรัม
เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe.5H2O)                                                1.0                       กรัม
บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)                                        0.04                      กรัม
วุนผง                                                                                      15.0                      กรัม
ปรับพีเอชเปน 8.6±0.2

4. อาหารทดสอบการเคลื่อนที่ (Motility medium)
ทริปโตน (Tryptone)                                                                10.0                      กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                             5.0                       กรัม
วุนผง                                                                                        5.0                      กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.2±0.6

5. อาหารเอม็อาร-วีพี (MR-VP medium)
บฟัเฟอรเปปโตน (Buffer peptone)                                           7.0                        กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4)                             5.0                       กรัม
กลูโคส                                                                                     5.0                       กรัม

6. อาหารซมิมอนสซิเตรท (Simmon’s citrate agar)
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)                                            0.2                       กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)                                               1.0                       กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4)                             5.0                       กรัม
โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2)                         2.0                       กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                             5.0                       กรัม
บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)                                        0.08                      กรัม
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วุนผง                                                                                      15.0                      กรัม
ปรับพีเอชเปน 6.8±0.2

7. อาหารทดสอบนํ้ าตาล (Phenol red broth base)
ผงสกดัจากเนื้อ (Beef extract)                                                 5.0                        กรัม
โปรติโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3)               10.0                        กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                            5.0                        กรัม
ฟนอลเรด                                                                            0.018                        กรัม
ละลายสวนผสมทั้งหมดในนํ้ า แบงเปนสวนๆเพื่อเติมนํ้ าตาลที่ใชทดสอบ ไดแก อะราบิโน

ส  กลูโคส  ซโูคส แมนนิทอล  แลกโตส  อินโนซิทอล โดยเติม 1 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน
6.8±0.2  ใสหลอดดักกาซลงไปในหลอดทดลองเพื่อดูการสรางกาซคารบอนไดออกไซดของเชื้อ
ดวย

8. อาหารที เอส ไอ ( TSI )
เคซีน (Casein)                                                                        10.0             กรัม
เปปโตน ( Peptone )                                                                10.0             กรัม
กลูโคส ( Glucose )                                                                    1.0                     กรัม
แลคโตส ( Lactose )                                                                10.0                กรัม
ซูโครส ( Sucrose )                                                                   10.0                     กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4. 7H2O)                                                     0.2                     กรัม
โซเดียมคลอไรด ( NaCl )                                                            5.0                      กรัม
โซเดียมไทโอซัลเฟต ( Na2S2O3)                                                   0.3                     กรัม
ฟนอลเรด ( Phenol red )                                                         0.024                    กรัม
วุนผง ( Agar )                                                                          13.0                     กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.0 ±0.2
นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน
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ภาคผนวก ข

สียอมและสารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine solution)
ไอโอดีนคริสตอล                                                                     1.0                         กรัม
โพแทสเซียมไอโอไดด (KI)                                                        2.0                        กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                300.0                 มิลลิลิตร
ละลายไอโอดีนและโพแทสเซียมไอโอไดดในนํ้ ากลั่นปริมาณเล็กนอยกอนแลวเติมนํ้ ากลั่น

จนครบ 300.0 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา

2. สารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตครสิตอลไวโอเลต (Ammonium oxalate crystal
violet solution)

สารละลาย ก
คริสตอลไวโอเลต (Crystal violet)                                             3.0                        กรัม
95เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                               20.0                 มิลลิลิตร

สารละลาย ข
แอมโมเนียมออกซาเลต (Ammonium oxalate)                          0.8                        กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                  50.0                 มิลลิลิตร
ผสมสารละลาย ก และสารละลาย ข เขาดวยกันกรองกอนนํ าไปใช

3. สารละลายอะซิโตนแอลกอฮอล (Acetone alcohol solution)
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                              400.0               มิลลิลิตร
อะซิโตน (Acetone)                                                                300.0               มิลลิลิตร
ผสมใหเขากันเก็บไวในขวดปดฝาแนน

4. สารละลายซาฟานิน (Safranin solution)
ซาฟานิน (Safranin)                                                                  0.25                     กรัม
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                                10.0               มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                 100.0                มิลลิลิตร
ละลายซาฟานนิดวยเอทิลแอลกอฮอล เติมนํ้ ากลั่นลงไปผสมใหเขากัน นํ าไปกรองกอนใช
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5. สารละลายโคแวกซ (Kovac’s reagent)
พาราไดเมททลิอะมิโนเบนซาดีไฮด                                            3.0                        กรัม
บวิทานอล (Butanol)                                                              75.0                 มิลลิลิตร
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl)                                                25.0                 มิลลิลิตร
ละลายพาราไดเมททิลอะมิโนเบนซาดีไฮดในบิวทานอลที่อุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส 

ทิง้ใหเย็นแลวเติมกรดไฮโดรคลอริกลงไป เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

6. สารละลายเมททลิเรด (Methyl red solution)
เมททลิเรด (Methyl red)                                                          1.0                         กรัม
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                            300.0                 มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                200.0                 มิลลิลิตร
ละลายเมททลิเรดในเอทิลแอลกอฮอล เติมนํ้ ากลั่นจนครบ 200.0 มิลลิลิตร เก็บในขวดสี

ชา

7. สารละลายทดสอบเมททลิคารบินอล (VP test solution)
สารละลาย ก
แอลฟาแนพทอล (α-napthol)                                                  5.0                 มิลลิลิตร
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                             100.0                มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

สารละลาย ข
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH)                                               40.0                      กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                 100.0                มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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สารเคมีที่ใชในเทคนิค Immunohistochemistry

1. สารละลายเคลือบสไลด (coated slide solution)
เจลาตนิ                                                                                   1.0                       กรัม
Clone alum (chromium potassium sulphate)                         0.05                     กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                 100.0                มิลลิลิตร

2. Davidson’s fixative
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                                 30.0              มิลลิลิตร
100 เปอรเซ็นต ฟอรมาลิน                                                         20.0              มิลลิลิตร
Glacial acetic acid                                                                 10.0               มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                     30.0              มิลลิลิตร

3. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 M,pH 7.2
โซเดียมคลอไรด(NaCl)                                                             8.0                        กรัม
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)                                                        0.2                       กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 )                              0.2                       กรัม                               
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O)                          1.15                     กรัม
ใชนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร

4. สารละลาย 10 เปอรเซ็นต Calf Serum(P1
+ )

Calf serum                                                                             10.0               มิลลิลิตร
PBS                                                                                      100.0               มิลลิลิตร

5. สี Enrilich’s acid hematoxylin
Hematoxylin                                                                             8.0                      กรัม
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                               400.0              มิลลิลิตร
อลูมเินียมโพแทสเซียมซัลเฟต                                                      8.0                     กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                   400.0              มิลลิลิตร
กลีเซอรีน                                                                                400.0              มิลลิลิตร
Glacial acetic acid                                                                400.0              มิลลิลิตร
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6. 0.2 เปอรเซ็นต Eosin Y ใน 95เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล
Eosin Y                                                                                   0.2                       กรัม
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                             100.0                มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ค

วิธีการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียและวิธีนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เขีย่เชือ้บริสทุธิม์าเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง นํ ามาทดสอบทางชีวเคมี

1. การตรวจสอบการติดสีแกรม
เขีย่เชื้อบริสุทธิ์ลงบนแผนสไลด นํ าไปผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง ยอมสีดวยสารละลาย crystal 

violet เปนเวลา 1 นาที เอียงสไลด เทสทีิง้พรอมทั้งหยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที เทสาละ
ลายไอโอดนีทิง้ พรอมทั้งหยดแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลางสีออกนาน 10-20 วินาที     ลาง
แผนสไลดดวยนํ้ ากลั่นแลวจึงยอมสีดวยสารละลาย Safranin O เปนเวลา 1 นาที ลางสีดวยนํ้ า
กล่ันอีกครั้งซับแผนสไลดใหแหง นํ าไปตรวจดูลักษณะเซลล การจัดเรียงตัวโดยใชกลองจุลทรรศน
ก ําลังขยาย 1,000 เทา

2. การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส
นํ าเชื้อบริสุทธิ์ที่เลี้ยงไว 18-24 ชั่วโมง มาเขี่ยลงบนกระดาษกรองที่หยดสารละลาย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด(H2O2) 3 เปอรเซ็นต 2-3 หยด โคโลนทีีเ่กดิฟองอากาศ แสดงวาแบคทีเรีย
นัน้ใหผลบวก โดยใช Bacillus aureaus ทีไ่ดรับจากหองปฏิบัติการจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเชื้อควบคุมในการใหผลทดสอบคะตะเลสผลบวก สวนโคโลนีที่ไม
เปลี่ยนแปลงจะใหผลลบ

3. การทดสอบการสรางกาซคารบอนไดออกไซด
เขีย่เชือ้บริสทุธิล์งในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่ว

โมง เผา loop ใหรอนแดงจุมลงไปในหลอดเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรียกลุม Homofermentative จะไมพบ
ฟองกาซคารบอนไดออกไซด ถาเปนแบคทีเรียกลุม Heterofermentative จะพบฟองกาซ
คารบอนไดออกไซด
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4. การทดสอบเมดทิลเรด (MR test)
เขี่ยเชื้อ 1 โคโลน ี ลงในอาหารเหลว MR-VP 0.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซยีส นาน 18 ชั่วโมง หยด methyl red ลงไป 1 หยด โดยผลบวกจะเห็นสีแดงสด ผลลบจะเปน
สเีหลืองหรือสม

5. การทดสอบ Voges-Proskauer(VP test)
เขี่ยเชื้อ 1 โคโลน ีลงในอาหารเหลว MR-VP บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่ว

โมง ถายเชื้อมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปลอดเชื้อ เติม 5 เปอรเซ็นต α-narphthol solution 0.6 
มลิลิลติร และ 40 เปอรเซ็นต KOH เขยาใหเขากัน โดยผลบวกจะเห็นสีแดงภายใน 5 นาที ผลลบ
จะเปนสีเหลือง

6. การทดสอบอินโดล(Indole test)
เพาะเชือ้ลงในอาหาร MIO บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง เติม 

Kovacs’ reagent 0.5 มลิลิลิตร โดยผลบวกจะเห็นสีแดงที่ผิวชั้นบน ผลลบไมเกิดสี

7. การทดสอบการใชซิเตรท(Citrate utilization test)
เพาะเชือ้ลงบนผวิอาหารวุนที่เอียง(Simmons’ Citrate agar) โดยใชเข็มเขี่ยทํ าเชื้อเปนจุด 

บมทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยผลบวกจะมีการเจริญอาหารเปลี่ยนสีจาก
เขยีวเปนนํ้ าเงิน ผลลบจะไมมีการเจริญ สีของอาหารไมเปลี่ยนแปลง

8. การทดสอบการยอยเอ็ซคูลิน(Esculin hydrolysis test)
เตรียม Bile-Esculin agar ใสหลอดทํ าใหเอียง(slant) เพาะเชื้อโดยการขีดไปขีดมา

(streak) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยผลบวกอาหารจะมีสีดํ า ผลลบ
อาหารไมเปลี่ยนสี

9. การทดสอบความสามารถในการใชนํ้ าตาลชนิดตางๆ
ถายเชื้อแบคทีเรียที่จะทดสอบลงในอาหารทดสอบนํ้ าตาล(ภาคผนวก ก. หมายเลข 7) 

สงัเกตการเปลี่ยนสีของฟนอลเรดจากสีแดงเปนสีเหลือง บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจผล
ทกุวันจนครบ 7 วัน
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10. การทดสอบความสามารถในการทนโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนตางๆ
อบโซเดียมคลอไรดที ่ 110 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง นํ าไปเติมลงในอาหารเหลว 

MRS ที่มบีรอมเครเซิล เพอเพิล เปนอินดเิคเตอรใหมีความเขมขนตางๆ คือ 2, 4, 6, 8, 10, 12 
เปอรเซน็ต(นํ้ าหนักตอปริมาตร) pH 6.5-6.8 บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ตรวจผลการ
เจริญ สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง

11. การทดสอบความสามารถในการทนเกลือนํ้ าดีที่มีความเขมขนตางๆ
เตมิเกลือนํ้ าดีผงสํ าเร็จของ Difco เตมิลงในอาหารเหลว MRS ที่มบีรอมเครเซิล เพอเพิล 

เปนอินดเิคเตอรใหมีความเขมขนตางๆ คือ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1 เปอรเซ็นต(นํ้ าหนักตอปริมาตร) 
pH 6.5-6.8 บมที ่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ตรวจผลการเจริญ สังเกตการเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลว MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง

12. การนบัเซลลที่มีชีวิตทั้งหมด(Total viable cell count) โดยวิธี Spread plate
นํ าตัวอยางทดสอบที่ตองการหาจํ านวนเชื้อมาทํ าใหเจือจางเปนลํ าดับ(1:10) ในนํ้ าเกลือ

ปลอดเชือ้ 0.85 เปอรเซ็นต แลวนํ าเชื้อในแตละหลอดที่มีความเจือจางตางๆ จํ านวน 0.1 มิลลิลิตร 
หยดลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ใชแทงแกวรูปสามเหลี่ยมปาดใหกระจายทั่วไปบน
จานเพาะเชือ้ ทิง้ไวจนกวาจะแหง ควํ่ าจานเพาะเชื้อ นํ าเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง นับโคโลนบีนจานเพาะเชื้อ
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ภาคผนวก ง

ขอมูลการทดลอง

1. แผนผงักระชังในบอทดลองสํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

กระชังที่ 1-6 กลุมควบคุม
กระชังที่ 7-12 กลุมทดลอง LAB-4/5
กระชังที่ 13-18 กลุมทดลอง LAB-4/7
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2. กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแลกติกทีใ่ชวิเคราะห HPLC

รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแลกติกทีค่วามเขมขนตางๆ

3. ลํ าดับนิวคลีโอไทด

Weissella confusa DNA for 16S ribosomal RNA, strain JCM 1093
Length = 1477

Score = 2302 bits (1161), Expect = 0.0
Identities = 1198/1205 (99%), Gaps = 4/1205 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1    cgctttgtggttcaactgactttgaagagcttgctcagatatgacgatggacattgcaaa 60
                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 30    cgctttgtggttcaactga-tttgaagagcttgctcagatatgacgatggacattgcaaa 88

Query: 61   gagtggcgaacgggtgagtaacacgtgggaaacctacctcttagcaggggataacatttg 120
                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 89    gagtggcgaacgggtgagtaacacgtgggaaacctacctcttagcaggggataacatttg 148
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Query: 121  gaaacagatgctaataccgtataacaatgacaaccgcatggttgttatttaaaagatggt 180
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 149   gaaacagatgctaataccgtataacaatgacaaccgcatggttgttatttaaaagatggt 208

Query: 181  tctgctatcactaagagatggtcccgcggtgcattagctagttggtaaggtaatggctta 240
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 209   tctgctatcactaagagatggtcccgcggtgcattagctagttggtaaggtaatggctta 268

Query: 241  ccaaggcgatgatgcatagccgagttgagagactgatcggccacaatgggactgagacac 300
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 269   ccaaggcgatgatgcatagccgagttgagagactgatcggccacaatgggactgagacac 328

Query: 301 ggcccatactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccacaatgggcgaaagcctgat 360
                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 329  ggcccatactcctacgggaggcagcagtagggaatcttccacaatgggcgaaagcctgat 388

Query: 361  ggagcaacgccgcgtgtgtgatgaagggtttcggctcgtaaaacactgttgtaagagaag 420
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 389   ggagcaacgccgcgtgtgtgatgaagggtttcggctcgtaaaacactgttgtaagagaag 448

Query: 421  aatgacattgagagtaactgttcaatgtgtgacggtatcttaccagaaaggaacggctaa 480
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 449   aatgacattgagagtaactgttcaatgtgtgacggtatcttaccagaaaggaacggctaa 508

Query: 481  atacgtgccagcagccgcggtaatacgtatgttccaagcgttatccggatttattgggcg 540
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 509   atacgtgccagcagccgcggtaatacgtatgttccaagcgttatccggatttattgggcg 568

Query: 541 taaagcgagcgcagacggttatttaagtctgaagtgaaagccctcagctcaactgaggaa 600
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 569   taaagcgagcgcagacggttatttaagtctgaagtgaaagccctcagctcaactgaggaa 628
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Query: 601  ttgctttggaaactggatgacttgagtgcagtagaggaaagtggaactccatgtgtagcg 660
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 629   ttgctttggaaactggatgacttgagtgcagtagaggaaagtggaactccatgtgtagcg 688

Query: 661  gtgaaatgcgtagatatatggaagaacaccagtggcgaaggcggctttctggactgtaac 720
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 689   gtgaaatgcgtagatatatggaagaacaccagtggcgaaggcggctttctggactgtaac 748

Query: 721  tgacgttgaggctcgaaagtgtgggtagcaaacaggattagataccctggtagtccacac 780
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 749    tgacgttgaggctcgaaagtgtgggtagcaaacaggattagataccctggtagtccacac 808

Query: 781  cgtaaacgatgagtgctaggtgtttgagggtttccgcccttaagtgccgcagctaacgca 840
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 809   cgtaaacgatgagtgctaggtgtttgagggtttccgcccttaagtgccgcagctaacgca 868

Query: 841  ttaagcactccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgggga 900
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 869   ttaagcactccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgggga 928

Query: 901  cccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttatccagg 960
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 929   cccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaacctta-ccagg 987

Query: 961  tcttgacatcccttgacaactccagagatggagcgttcccttcggggacaaggtgacagg 1020
                    | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 988  tcttgacatcccttgacaactccagagatggagcgttcccttcggggacaaggtgacagg 1047

Query: 1021 tggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcg 1080
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 1048  tggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcg 1107
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Query: 1081 caacccttattactagttgccagcattcagttgggcactctagtgagactgccggtgaca 1140
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | |
Sbjct: 1108  caacccttattactagttgccagcattcagttgggcactctagtgagactgccggtgaca 1167

Query: 1141 aaccggaggaaggtggggatgaagtcagatcatcatagccccttatgacatggggctaca
1200
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | |  | | | | | | | |  | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | |
Sbjct: 1168  aaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcat-gccccttatgacct-gggctaca 1225

Query: 1201 cacgt 1205
                     | | | | |
Sbjct: 1226  cacgt 1230
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ภาคผนวก จ

การวิเคราะหผลทางสถิติ

1. Median Lethal Concentration(LC50)
Output from Probit Procedure

22:00 Saturday, January 11, 1997

-------------------------------------- HOUR=48 ---------------------------------------
Probit Procedure

Probit Analysis on CONC

        Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                       Lower       Upper

                         0.01            13.2327         .            .
                         0.02            12.9477         .            .
                         0.03            12.7668         .            .
                         0.04            12.6307         .            .
                         0.05            12.5201         .            .
                         0.06            12.4258         .            .
                         0.07            12.3433         .            .
                         0.08            12.2693         .            .
                         0.09            12.2020         .            .
                         0.10            12.1401         .            .
                         0.15            11.8838         .            .
                         0.20            11.6801         .            .
                         0.25            11.5053         .            .
                         0.30            11.3483         .            .
                         0.35            11.2029         .            .
                         0.40            11.0649         .            .
                         0.45            10.9314         .            .
                         0.50            10.7999         .            .
                         0.55            10.6685         .            .
                         0.60            10.5350         .            .
                         0.65            10.3970         .            .
                         0.70            10.2516         .            .
                         0.75            10.0946         .            .
                         0.80             9.9198         .            .
                         0.85             9.7161         .            .
                         0.90             9.4598         .            .
                         0.91             9.3978         .            .
                         0.92             9.3306         .            .
                         0.93             9.2566         .            .
                         0.94             9.1740         .            .
                         0.95             9.0798         .            .
                         0.96             8.9692         .            .
                         0.97             8.8331         .            .
                         0.98             8.6522         .            .

          0.99             8.3672         .            .
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                  Output from Probit Procedure              23
                                                      22:00 Saturday, January 11, 1997

-------------------------------------- HOUR=72 ---------------------------------------

Probit Procedure
Probit Analysis on CONC

                     Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                      Lower       Upper

                         0.01            8.08903        .            .
                         0.02            8.05078        .            .
                         0.03            8.02652        .            .
                         0.04            8.00826        .            .
                         0.05            7.99341        .            .
                         0.06            7.98077        .            .
                         0.07            7.96969        .            .
                         0.08            7.95977        .            .
                         0.09            7.95075        .            .
                         0.10            7.94244        .            .
                         0.15            7.90805        .            .
                         0.20            7.88071        .            .
                         0.25            7.85726        .            .
                         0.30            7.83621        .            .
                         0.35            7.81669        .            .
                         0.40            7.79818        .            .
                         0.45            7.78026        .            .
                         0.50            7.76263        .            .
                         0.55            7.74500        .            .
                         0.60            7.72708        .            .
                         0.65            7.70857        .            .
                         0.70            7.68905        .            .
                         0.75            7.66800        .            .
                         0.80            7.64455        .            .
                         0.85            7.61721        .            .
                         0.90            7.58282        .            .
                         0.91            7.57451        .            .
                         0.92            7.56549        .            .
                         0.93            7.55557        .            .
                         0.94            7.54449        .            .
                         0.95            7.53185        .            .
                         0.96            7.51700        .            .
                         0.97            7.49874        .            .
                         0.98            7.47448        .            .

         0.99            7.43623        .            .
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                 Output from Probit Procedure             30
                                                      22:00 Saturday, January 11, 1997

------------------------------------- HOUR=96 ----------------------------------------
Probit Procedure

Probit Analysis on CONC

                     Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                        Lower        Upper
                         0.01            7.89157       7.79070      8.18614
                         0.02            7.84251       7.75603      8.08649
                         0.03            7.81138       7.73347      8.02384
                         0.04            7.78796       7.71605      7.97715
                         0.05            7.76891       7.70150      7.93956
                         0.06            7.75270       7.68874      7.90793
                         0.07            7.73848       7.67721      7.88055
                         0.08            7.72575       7.66653      7.85638
                         0.09            7.71418       7.65647      7.83476
                         0.10            7.70352       7.64684      7.81521
                         0.15            7.65940       7.60174      7.73954
                         0.20            7.62434       7.55716      7.68814
                         0.25            7.59425       7.51158      7.65136
                         0.30            7.56724       7.46577      7.62323
                         0.35            7.54221       7.42039      7.60008
                         0.40            7.51845       7.37556      7.57988
                         0.45            7.49547       7.33109      7.56144
                         0.50            7.47285       7.28659      7.54403
                         0.55            7.45023       7.24156      7.52715
                         0.60            7.42725       7.19541      7.51038
                         0.65            7.40350       7.14740      7.49336
                         0.70            7.37846       7.09656      7.47568
                         0.75            7.35145       7.04147      7.45682
                         0.80            7.32137       6.97991      7.43603
                         0.85            7.28630       6.90795      7.41200
                         0.90            7.24218       6.81718      7.38200
                         0.91            7.23153       6.79523      7.37479
                         0.92            7.21995       6.77136      7.36696
                         0.93            7.20722       6.74511      7.35836
                         0.94            7.19301       6.71578      7.34878
                         0.95            7.17679       6.68231      7.33787
                         0.96            7.15774       6.64297      7.32507
                         0.97            7.13432       6.59457      7.30935
                         0.98            7.10319       6.53020      7.28851
                         0.99            7.05413       6.42867      7.25573
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                Output from Probit Procedure                 37
                                                      22:00 Saturday, January 11, 1997
--------------------------------- HOUR=120 -------------------------------------------

Probit Procedure
Probit Analysis on CONC

                     Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                       Lower       Upper

                         0.01            7.35180        .            .
                         0.02            7.34067        .            .
                         0.03            7.33360        .            .
                         0.04            7.32829        .            .
                         0.05            7.32397        .            .
                         0.06            7.32029        .            .
                         0.07            7.31706        .            .
                         0.08            7.31418        .            .
                         0.09            7.31155        .            .
                         0.10            7.30913        .            .
                         0.15            7.29912        .            .
                         0.20            7.29117        .            .
                         0.25            7.28434        .            .
                         0.30            7.27821        .            .
                         0.35            7.27253        .            .
                         0.40            7.26714        .            .
                         0.45            7.26193        .            .
                         0.50            7.25680        .            .
                         0.55            7.25166        .            .
                         0.60            7.24645        .            .
                         0.65            7.24106        .            .
                         0.70            7.23538        .            .
                         0.75            7.22925        .            .
                         0.80            7.22243        .            .
                         0.85            7.21447        .            .
                         0.90            7.20446        .            .
                         0.91            7.20204        .            .
                         0.92            7.19942        .            .
                         0.93            7.19653        .            .
                         0.94            7.19330        .            .
                         0.95            7.18963        .            .
                         0.96            7.18530        .            .
                         0.97            7.17999        .            .
                         0.98            7.17293        .            .
                         0.99            7.16180        .            .
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2. นํ ้าหนกัและความยาวของปลาที่เลี้ยงในตูกระจก
The SAS System

  23:03 Saturday, January 11, 1997   1

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                           1     0       1       0       0.4       3.0
                           2     0       2       0       0.4       3.0
                           3     0       3       0       0.5       3.0
                           4     0       4       0       0.4       3.0
                           5     0       5       0       0.3       3.0
                           6     0       6       0       0.8       3.5
                           7     0       7       0       0.5       3.0
                           8     0       8       0       0.6       3.2
                           9     0       9       0       0.9       3.5
                          10     0      10       0       0.5       3.0
                          11     0      11       0       0.8       3.5
                          12     0      12       0       0.8       3.6
                          13     1       1       0       0.6       2.5
                          14     1       2       0       0.8       3.0
                          15     1       3       0       0.7       3.5
                          16     1       4       0       0.4       3.0
                          17     1       5       0       0.5       3.0
                          18     1       6       0       0.5       3.0
                          19     1       7       0       0.5       4.2
                          20     1       8       0       0.6       3.8
                          21     1       9       0       0.4       3.0
                          22     1      10       0       0.7       3.0
                          23     1      11       0       0.5       3.5
                          24     1      12       0       1.0       4.0
                          25     2       1       0       0.8       3.7
                          26     2       2       0       0.4       3.0
                          27     2       3       0       0.8       3.7
                          28     2       4       0       0.6       3.0
                          29     2       5       0       0.4       3.0
                          30     2       6       0       0.6       3.5
                          31     2       7       0       1.0       3.5
                          32     2       8       0       0.9       3.7
                          33     2       9       0       0.5       3.7
                          34     2      10       0       0.9       3.5
                          35     2      11       0       1.2       3.5
                          36     2      12       0       0.8       3.5
                          37     3       1       0       0.3       3.0
                          38     3       2       0       0.5       3.5
                          39     3       3       0       0.3       2.7
                          40     3       4       0       0.6       3.5
                          41     3       5       0       0.2       2.5
                          42     3       6       0       0.4       3.0
                          43     3       7       0       0.7       3.0
                          44     3       8       0       0.3       3.7
                          45     3       9       0       0.4       3.5
                          46     3      10       0       0.3       4.2
                          47     3      11       0       0.8       3.7
                          48     3      12       0       1.0       4.0
                          49     4       1       0       0.4       3.0
                          50     4       2       0       0.4       2.7
                          51     4       3       0       0.9       3.5
                          52     4       4       0       0.7       3.5
                          53     4       5       0       0.4       2.8
                          54     4       6       0       0.3       3.0
                          55     4       7       0       0.4       4.0
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                          56     4       8       0       0.7       4.0

                                         The SAS System
23:03 Saturday, January 11, 1997   2

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                          57     4       9       0       0.7       4.0
                          58     4      10       0       0.8       3.5
                          59     4      11       0       0.4       3.5
                          60     4      12       0       0.4       4.0
                          61     5       1       0       0.6       3.7
                          62     5       2       0       0.6       4.0
                          63     5       3       0       0.5       3.5
                          64     5       4       0       0.9       3.5
                          65     5       5       0       0.5       3.5
                          66     5       6       0       0.6       3.5
                          67     5       7       0       0.8       3.5
                          68     5       8       0       1.0       4.0
                          69     5       9       0       0.7       3.7
                          70     5      10       0       0.6       3.8
                          71     5      11       0       0.6       3.8
                          72     5      12       0       0.6       3.5
                          73     0       1      15       0.8       3.5
                          74     0       2      15       0.5       3.0
                          75     0       3      15       0.4       3.5
                          76     0       4      15       1.4       4.0
                          77     0       5      15       0.5       3.5
                          78     0       6      15       0.6       3.7
                          79     0       7      15       1.2       3.8
                          80     0       8      15       0.6       3.8
                          81     0       9      15       0.5       3.8
                          82     0      10      15       0.5       3.9
                          83     0      11      15       0.9       3.5
                          84     0      12      15       0.9       3.6
                          85     1       1      15       0.5       3.5
                          86     1       2      15       1.1       4.5
                          87     1       3      15       0.3       3.0
                          88     1       4      15       0.5       3.0
                          89     1       5      15       0.5       3.5
                          90     1       6      15       0.4       3.0
                          91     1       7      15       0.6       3.9
                          92     1       8      15       1.3       3.5
                          93     1       9      15       0.5       4.0
                          94     1      10      15       1.1       3.2
                          95     1      11      15       0.1       3.7
                          96     1      12      15       0.8       3.7
                          97     2       1      15       0.9       4.0
                          98     2       2      15       0.6       3.2
                          99     2       3      15       0.6       3.8
                         100     2       4      15       0.9       4.2
                         101     2       5      15       1.3       4.3
                         102     2       6      15       0.7       3.8
                         103     2       7      15       0.7       3.5
                         104     2       8      15       0.8       3.8
                         105     2       9      15       1.1       3.8
                         106     2      10      15       0.8       3.5
                         107     2      11      15       0.9       4.0
                         108     2      12      15       0.7       4.5
                         109     3       1      15       0.6       3.8
                         110     3       2      15       0.8       3.6
                         111     3       3      15       0.8       3.6
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                         112     3       4      15       1.0       4.0
The SAS System

23:03 Saturday, January 11, 1997   3

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         113     3       5      15       0.3       3.4
                         114     3       6      15       0.5       3.1
                         115     3       7      15       0.8       4.0
                         116     3       8      15       0.3       3.0
                         117     3       9      15       0.6       3.5
                         118     3      10      15       0.6       3.5
                         119     3      11      15       0.5       3.5
                         120     3      12      15       1.4       5.0
                         121     4       1      15       0.6       3.5
                         122     4       2      15       0.9       4.0
                         123     4       3      15       0.7       3.5
                         124     4       4      15       0.3       3.2
                         125     4       5      15       1.2       4.2
                         126     4       6      15       0.4       3.7
                         127     4       7      15       0.7       5.0
                         128     4       8      15       0.8       3.7
                         129     4       9      15       0.7       4.0
                         130     4      10      15       1.5       5.0
                         131     4      11      15       0.5       3.5
                         132     4      12      15       0.4       3.5
                         133     5       1      15       0.8       4.0
                         134     5       2      15       0.8       4.0
                         135     5       3      15       0.9       4.0
                         136     5       4      15       0.4       4.0
                         137     5       5      15       0.7       4.0
                         138     5       6      15       1.1       4.0
                         139     5       7      15       0.3       4.1
                         140     5       8      15       0.6       3.7
                         141     5       9      15       0.7       3.8
                         142     5      10      15       1.1       3.2
                         143     5      11      15       0.7       3.0
                         144     5      12      15       0.6       3.5
                         145     0       1      30       0.2       3.2
                         146     0       2      30       0.5       4.0
                         147     0       3      30       0.4       3.5
                         148     0       4      30       0.4       3.5
                         149     0       5      30       0.6       4.0
                         150     0       6      30       1.6       5.5
                         151     0       7      30       0.6       4.0
                         152     0       8      30       0.7       4.0
                         153     0       9      30       0.4       3.5
                         154     0      10      30       0.4       3.4
                         155     0      11      30       0.6       3.8
                         156     0      12      30       0.4       3.4
                         157     1       1      30       1.0       4.5
                         158     1       2      30       0.5       3.5
                         159     1       3      30       0.4       3.3
                         160     1       4      30       0.6       3.6
                         161     1       5      30       0.3       2.7
                         162     1       6      30       0.4       3.5
                         163     1       7      30       0.9       4.3
                         164     1       8      30       0.9       4.3
                         165     1       9      30       0.4       3.0
                         166     1      10      30       0.3       3.2
                         167     1      11      30       0.9       3.7
                         168     1      12      30       0.9       4.2
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The SAS System
23:03 Saturday, January 11, 1997   4

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         169     2       1      30       0.6       3.9
                         170     2       2      30       0.5       3.9
                         171     2       3      30       0.5       4.0
                         172     2       4      30       0.5       4.0
                         173     2       5      30       0.6       3.5
                         174     2       6      30       0.3       3.2
                         175     2       7      30       0.4       4.2
                         176     2       8      30       0.6       4.2
                         177     2       9      30       0.5       3.5
                         178     2      10      30       0.7       4.0
                         179     2      11      30       0.5       4.0
                         180     2      12      30       0.6       4.2
                         181     3       1      30       0.6       3.7
                         182     3       2      30       0.7       4.0
                         183     3       3      30       0.6       3.8
                         184     3       4      30       0.4       3.7
                         185     3       5      30       0.5       3.7
                         186     3       6      30       0.3       3.2
                         187     3       7      30       0.4       3.2
                         188     3       8      30       1.1       4.7
                         189     3       9      30       0.4       3.2
                         190     3      10      30       0.6       4.0
                         191     3      11      30       0.5       3.5
                         192     3      12      30       0.5       3.5
                         193     4       1      30       0.6       3.7
                         194     4       2      30       0.7       3.7
                         195     4       3      30       1.1       5.0
                         196     4       4      30       0.4       3.5
                         197     4       5      30       0.4       3.4
                         198     4       6      30       1.3       4.3
                         199     4       7      30       1.2       5.0
                         200     4       8      30       0.9       4.5
                         201     4       9      30       1.3       4.5
                         202     4      10      30       1.1       4.3
                         203     4      11      30       1.4       3.5
                         204     4      12      30       1.2       4.8
                         205     5       1      30       0.7       4.0
                         206     5       2      30       0.4       3.7
                         207     5       3      30       0.7       4.0
                         208     5       4      30       0.6       3.5
                         209     5       5      30       0.2       3.7
                         210     5       6      30       0.6       4.0
                         211     5       7      30       0.5       4.5
                         212     5       8      30       1.1       3.7
                         213     5       9      30       1.2       4.5
                         214     5      10      30       0.6       3.2
                         215     5      11      30       0.6       3.7
                         216     5      12      30       0.3       3.2
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The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  10

---------------------------------------TIME=0 ----------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72

The SAS System
21:28 Saturday, January 18, 1997  11

--------------------------------------- TIME=0 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF      Sum of Squares      Mean Square    F Value      Pr > F

Model                    5        0.50569444        0.10113889      2.36        0.0492

Error                   66        2.82416667        0.04279040

Corrected Total         71        3.32986111

              R-Square               C.V.               Root MSE           WEIGHT Mean

              0.151867             34.39678            0.20685842           0.60138889

Source                  DF            Type I SS      Mean Square    F Value     Pr > F

GR                       5            0.50569444       0.10113889      2.36     0.0492

Source                  DF            Type III SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5            0.50569444       0.10113889      2.36     0.0492
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The SAS System
21:28 Saturday, January 18, 1997  12

----------------------------------------- TIME=0 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.04279

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .1686 .1774 .1832 .1874 .1907

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A           0.74167     12  2
                                        A
                                B       A           0.66667     12  5
                                B       A
                                B       A           0.60000     12  1
                                B       A
                                B       A           0.57500     12  0
                                B
                                B                   0.54167     12  4
                                B
                                B                   0.48333     12  3

The SAS System
21:28 Saturday, January 18, 1997  13

---------------------------------------- TIME=15 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72
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The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  14

-------------------------------------- TIME=15 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    5          0.24569444         0.04913889      0.54     0.7438

Error                   66          5.98416667         0.09066919

Corrected Total         71          6.22986111

                  R-Square                 C.V.         Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.039438                41.61258     0.30111325           0.72361111

Source                  DF            Type I SS      Mean Square    F Value     Pr > F

GR                       5             0.24569444     0.04913889      0.54     0.7438

Source                  DF            Type III SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5               0.24569444    0.04913889      0.54     0.7438
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The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  15

-------------------------------------- TIME=15 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.090669

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .2454 .2582 .2667 .2728 .2776

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            0.8333     12  2
                                        A
                                        A            0.7333     12  0
                                        A
                                        A            0.7250     12  4
                                        A
                                        A            0.7250     12  5
                                        A
                                        A            0.6833     12  3
                                        A
                                        A            0.6417     12  1

The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  16

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72
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The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  17

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF          Sum of Squares    Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    5           1.60569444        0.32113889      4.15     0.0025

Error                   66           5.11083333        0.07743687

Corrected Total         71           6.71652778

                  R-Square               C.V.          Root MSE            WEIGHT Mean

                  0.239066              43.27384       0.27827481           0.64305556

Source                  DF          Type I SS         Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5          1.60569444         0.32113889      4.15     0.0025

Source                  DF          Type III SS       Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5          1.60569444         0.32113889      4.15     0.0025
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The SAS System
   21:28 Saturday, January 18, 1997  18

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.077437

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .2268 .2386 .2464 .2521 .2565

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            0.9667     12  4

                                        B            0.6250     12  1
                                        B
                                        B            0.6250     12  5
                                        B
                                        B            0.5667     12  0
                                        B
                                        B            0.5500     12  3
                                        B
                                        B            0.5250     12  2

The SAS System
21:34 Saturday, January 18, 1997   1

---------------------------------------- TIME=0 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72
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The SAS System
 21:34 Saturday, January 18, 1997   2

----------------------------------------- TIME=0 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF      Sum of Squares        Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    5        1.59736111           0.31947222      2.03     0.0859

Error                   66       10.39250000           0.15746212

Corrected Total         71       11.98986111

                  R-Square                  C.V.         Root MSE          LENGTH Mean

                  0.133226                 11.66626      0.39681497         3.40138889

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5             1.59736111      0.31947222      2.03     0.0859

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5             1.59736111      0.31947222      2.03     0.0859
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The SAS System
21:34 Saturday, January 18, 1997   3

----------------------------------------- TIME=0 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.157462

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .3234 .3403 .3514 .3595 .3658

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            3.6667     12  5
                                        A
                                B       A            3.4583     12  4
                                B       A
                                B       A            3.4417     12  2
                                B       A
                                B       A            3.3583     12  3
                                B
                                B                    3.2917     12  1
                                B
                                B                    3.1917     12  0

The SAS System
   21:34 Saturday, January 18, 1997   4

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72
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The SAS System
    21:34 Saturday, January 18, 1997   5

---------------------------------------- TIME=15 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    5          1.18111111        0.23622222      1.23     0.3040

Error                   66         12.65166667        0.19169192

Corrected Total         71         13.83277778

                  R-Square                C.V.             Root MSE        LENGTH Mean

                  0.085385               11.73622         0.43782636        3.73055556

Source                  DF           Type I SS        Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5           1.18111111        0.23622222      1.23     0.3040

Source                  DF           Type III SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5           1.18111111        0.23622222      1.23     0.3040
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The SAS System
 21:34 Saturday, January 18, 1997   6

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.191692

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .3569 .3754 .3877 .3967 .4036

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            3.9000     12  4
                                        A
                                        A            3.8667     12  2
                                        A
                                        A            3.7750     12  5
                                        A
                                        A            3.6667     12  3
                                        A
                                        A            3.6333     12  0
                                        A
                                        A            3.5417     12  1

The SAS System
 21:34 Saturday, January 18, 1997   7

-------------------------------------- TIME=30 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72
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The SAS System
   21:34 Saturday, January 18, 1997   8

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF        Sum of Squares      Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    5          2.18291667         0.43658333      1.74     0.1388

Error                   66         16.60583333         0.25160354

Corrected Total         71         18.78875000

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.116182              13.07104       0.50160097           3.83750000

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5             2.18291667      0.43658333      1.74     0.1388

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       5             2.18291667      0.43658333      1.74     0.1388
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The SAS System
   21:34 Saturday, January 18, 1997   9

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.251604

                         Number of Means     2     3     4     5     6
                         Critical Range  .4089 .4301 .4442 .4544 .4624

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            4.1833     12  4
                                        A
                                B       A            3.8833     12  2
                                B       A
                                B       A            3.8167     12  0
                                B       A
                                B       A            3.8083     12  5
                                B
                                B                    3.6833     12  3
                                B
                                B                    3.6500     12  1
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3. นํ ้าหนกัและความยาวของปลาที่เลี้ยงในกระชัง
The SAS System

23:37 Saturday, January 11, 1997   1

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                           1     1       1       0      4.49       7.0
                           2     1       2       0      6.68       8.0
                           3     1       3       0      3.93       6.0
                           4     1       4       0      2.37       6.0
                           5     1       5       0      2.22       5.5
                           6     1       6       0      7.58       8.0
                           7     1       7       0      3.58       6.4
                           8     1       8       0      2.67       5.0
                           9     1       9       0      3.44       5.5
                          10     1      10       0      2.84       5.6
                          11     1      11       0      3.18       6.0
                          12     1      12       0      2.31       5.6
                          13     1      13       0      3.12       6.3
                          14     1      14       0      6.08       7.5
                          15     1      15       0      4.78       7.5
                          16     1      16       0      2.98       6.5
                          17     1      17       0      2.94       6.0
                          18     1      18       0      1.77       4.5
                          19     1       1       0      2.22       5.5
                          20     1       2       0      3.17       6.6
                          21     1       3       0      2.30       5.5
                          22     1       4       0      3.08       6.0
                          23     1       5       0      5.12       7.5
                          24     1       6       0      3.20       6.0
                          25     1       7       0      4.35       7.0
                          26     1       8       0      3.92       6.2
                          27     1       9       0      5.34       8.0
                          28     1      10       0      2.90       6.3
                          29     1      11       0      1.46       5.0
                          30     1      12       0      2.00       5.0
                          31     1      13       0      3.08       6.2
                          32     1      14       0      4.55       7.5
                          33     1      15       0      3.11       6.5
                          34     1      16       0      2.83       6.2
                          35     1      17       0      2.86       6.2
                          36     1      18       0      4.19       6.7
                          37     1       1       0      3.92       6.5
                          38     1       2       0      3.51       6.1
                          39     1       3       0      2.99       6.5
                          40     1       4       0      1.81       5.0
                          41     1       5       0      2.53       6.0
                          42     1       6       0      2.60       5.5
                          43     1       7       0      3.11       6.0
                          44     1       8       0      4.94       7.0
                          45     1       9       0      2.40       6.0
                          46     1      10       0      1.65       5.0
                          47     1      11       0      2.50       6.0
                          48     1      12       0      3.03       6.0
                          49     1      13       0      1.44       5.0
                          50     1      14       0      1.94       5.5
                          51     1      15       0      2.10       5.0
                          52     1      16       0      3.25       6.3
                          53     1      17       0      2.54       6.0
                          54     1      18       0      3.36       6.0
                          55     1       1       0      2.67       5.5
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                          56     1       2       0      1.38       4.8

The SAS System
  23:37 Saturday, January 11, 1997   2

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                          57     1       3       0      9.17       8.5
                          58     1       4       0      5.50       7.5
                          59     1       5       0      2.21       5.5
                          60     1       6       0      3.11       6.5
                          61     1       7       0      5.40       7.6
                          62     1       8       0      2.34       5.5
                          63     1       9       0      1.88       5.5
                          64     1      10       0      2.79       5.5
                          65     1      11       0      3.10       5.5
                          66     1      12       0      1.85       5.0
                          67     1      13       0      3.47       6.8
                          68     1      14       0      4.52       7.0
                          69     1      15       0      2.05       5.5
                          70     1      16       0      6.29       7.5
                          71     1      17       0      1.39       5.0
                          72     1      18       0      3.34       6.0
                          73     1       1       0      3.19       6.2
                          74     1       2       0      3.96       7.0
                          75     1       3       0      4.43       7.0
                          76     1       4       0      1.27       4.5
                          77     1       5       0      3.00       6.5
                          78     1       6       0      1.75       5.5
                          79     1       7       0      2.06       5.5
                          80     1       8       0      3.85       6.5
                          81     1       9       0      3.52       6.6
                          82     1      10       0      1.07       4.5
                          83     1      11       0      3.78       6.8
                          84     1      12       0      3.07       6.0
                          85     1      13       0      2.01       5.8
                          86     1      14       0      5.14       7.5
                          87     1      15       0      2.68       6.0
                          88     1      16       0      3.75       6.5
                          89     1      17       0      1.74       5.0
                          90     1      18       0      3.59       6.0
                          91     1       1       0      6.51       8.0
                          92     1       2       0      2.53       5.6
                          93     1       3       0      1.65       5.0
                          94     1       4       0      2.03       5.5
                          95     1       5       0      2.74       6.0
                          96     1       6       0      2.15       6.0
                          97     1       7       0      3.47       6.5
                          98     1       8       0      2.53       6.0
                          99     1       9       0      3.22       6.5
                         100     1      10       0      4.96       7.0
                         101     1      11       0      1.89       5.5
                         102     1      12       0      3.95       7.2
                         103     1      13       0      1.38       4.8
                         104     1      14       0      1.41       4.7
                         105     1      15       0      3.14       6.5
                         106     1      16       0      2.57       6.0
                         107     1      17       0      1.66       4.5
                         108     1      18       0      3.32       6.5
                         109     2       1       0      2.58       6.0
                         110     2       2       0      3.44       6.5
                         111     2       3       0      3.94       6.8
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                         112     2       4       0      2.64       6.0

The SAS System
 23:37 Saturday, January 11, 1997   3

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         113     2       5       0       1.82      5.0
                         114     2       6       0       2.92      6.0
                         115     2       7       0       2.66      6.5
                         116     2       8       0      11.00      9.2
                         117     2       9       0       1.08      4.5
                         118     2      10       0       1.83      5.0
                         119     2      11       0       2.27      6.0
                         120     2      12       0       3.67      6.5
                         121     2      13       0       2.51      6.0
                         122     2      14       0       4.09      7.0
                         123     2      15       0       1.59      5.0
                         124     2      16       0       2.32      6.0
                         125     2      17       0       2.39      5.5
                         126     2      18       0       2.52      6.0
                         127     2       1       0       1.90      5.5
                         128     2       2       0       2.89      6.5
                         129     2       3       0       3.82      7.0
                         130     2       4       0       2.28      5.8
                         131     2       5       0       5.42      7.5
                         132     2       6       0       6.79      9.0
                         133     2       7       0       3.07      6.5
                         134     2       8       0       4.87      7.5
                         135     2       9       0       4.36      7.0
                         136     2      10       0       4.56      7.2
                         137     2      11       0       0.98      4.5
                         138     2      12       0       4.12      7.0
                         139     2      13       0       1.88      5.0
                         140     2      14       0       1.32      4.8
                         141     2      15       0       3.33      6.5
                         142     2      16       0       2.08      6.0
                         143     2      17       0       1.48      5.0
                         144     2      18       0       4.64      7.5
                         145     2       1       0       4.16      7.0
                         146     2       2       0       1.42      4.5
                         147     2       3       0       5.64      8.0
                         148     2       4       0       2.04      5.7
                         149     2       5       0       4.47      7.0
                         150     2       6       0       6.48      8.2
                         151     2       7       0       2.00      5.5
                         152     2       8       0       2.53      6.0
                         153     2       9       0       1.97      5.7
                         154     2      10       0       2.92      6.5
                         155     2      11       0       2.24      5.8
                         156     2      12       0       2.37      6.0
                         157     2      13       0       2.40      6.0
                         158     2      14       0       1.28      4.7
                         159     2      15       0       2.32      5.5
                         160     2      16       0       2.12      5.5
                         161     2      17       0       1.14      4.5
                         162     2      18       0       3.52      7.0
                         163     2       1       0       3.34      6.5
                         164     2       2       0       4.19      7.0
                         165     2       3       0       5.14      8.0
                         166     2       4       0       3.08      6.5
                         167     2       5       0       2.35      6.0
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                         168     2       6       0       1.80      8.5

The SAS System
 23:37 Saturday, January 11, 1997   4

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         169     2       7       0      3.25       6.5
                         170     2       8       0      1.56       5.0
                         171     2       9       0      2.49       6.0
                         172     2      10       0      1.89       5.2
                         173     2      11       0      3.42       6.5
                         174     2      12       0      3.89       7.0
                         175     2      13       0      3.11       6.5
                         176     2      14       0      3.66       7.0
                         177     2      15       0      2.31       6.0
                         178     2      16       0      3.19       6.7
                         179     2      17       0      1.87       5.0
                         180     2      18       0      5.29       7.7
                         181     2       1       0      1.34       5.0
                         182     2       2       0      5.13       8.0
                         183     2       3       0      5.30       8.0
                         184     2       4       0      2.09       5.5
                         185     2       5       0      4.43       7.5
                         186     2       6       0      4.08       7.5
                         187     2       7       0      2.19       5.5
                         188     2       8       0      3.03       6.5
                         189     2       9       0      3.45       7.0
                         190     2      10       0      1.26       5.0
                         191     2      11       0      3.70       7.0
                         192     2      12       0      1.75       5.0
                         193     2      13       0      1.22       5.0
                         194     2      14       0      1.42       4.5
                         195     2      15       0      2.38       5.5
                         196     2      16       0      1.34       5.0
                         197     2      17       0      3.94       7.0
                         198     2      18       0      2.09       5.5
                         199     2       1       0      1.79       5.5
                         200     2       2       0      3.14       6.5
                         201     2       3       0      1.28       4.5
                         202     2       4       0      2.79       5.5
                         203     2       5       0      2.75       6.0
                         204     2       6       0      3.15       7.0
                         205     2       7       0      1.30       4.5
                         206     2       8       0      2.28       6.0
                         207     2       9       0      3.74       7.0
                         208     2      10       0      2.45       6.0
                         209     2      11       0      1.40       5.0
                         210     2      12       0      3.57       6.5
                         211     2      13       0      2.80       7.0
                         212     2      14       0      1.37       5.0
                         213     2      15       0      4.70       7.5
                         214     2      16       0      3.17       7.0
                         215     2      17       0      1.24       4.5
                         216     2      18       0      1.02       4.5
                         217     3       1       0      2.97       6.5
                         218     3       2       0      2.83       6.0
                         219     3       3       0      3.31       6.5
                         220     3       4       0      3.48       6.3
                         221     3       5       0      2.30       5.5
                         222     3       6       0      1.43       5.0
                         223     3       7       0      1.81       5.2
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                         224     3       8       0      4.56       7.5

The SAS System
  23:37 Saturday, January 11, 1997   5

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         225     3       9       0      2.08       5.5
                         226     3      10       0      2.01       5.5
                         227     3      11       0      2.20       5.5
                         228     3      12       0      1.42       5.0
                         229     3      13       0      2.45       6.0
                         230     3      14       0      2.82       6.0
                         231     3      15       0      3.65       6.5
                         232     3      16       0      2.72       6.0
                         233     3      17       0      3.73       7.0
                         234     3      18       0      1.58       5.2
                         235     3       1       0      1.84       5.0
                         236     3       2       0      4.01       7.0
                         237     3       3       0      3.17       6.2
                         238     3       4       0      3.14       6.2
                         239     3       5       0      1.72       5.2
                         240     3       6       0      2.04       5.6
                         241     3       7       0      4.99       7.5
                         242     3       8       0      1.91       5.0
                         243     3       9       0      3.28       6.5
                         244     3      10       0      2.84       6.0
                         245     3      11       0      2.25       5.7
                         246     3      12       0      3.49       6.8
                         247     3      13       0      3.07       6.1
                         248     3      14       0      6.04       8.1
                         249     3      15       0      3.78       7.0
                         250     3      16       0      2.61       6.0
                         251     3      17       0      2.37       5.5
                         252     3      18       0      2.97       6.5
                         253     3       1       0      1.64       5.5
                         254     3       2       0      2.71       6.0
                         255     3       3       0      3.10       6.5
                         256     3       4       0      4.28       7.0
                         257     3       5       0      3.28       6.5
                         258     3       6       0      5.09       7.0
                         259     3       7       0      2.33       6.0
                         260     3       8       0      6.75       8.0
                         261     3       9       0      2.15       5.5
                         262     3      10       0      2.26       5.5
                         263     3      11       0      2.62       6.0
                         264     3      12       0      1.90       5.0
                         265     3      13       0      3.47       7.0
                         266     3      14       0      5.86       8.0
                         267     3      15       0      1.75       5.0
                         268     3      16       0      3.13       7.0
                         269     3      17       0      2.65       6.0
                         270     3      18       0      1.43       5.0
                         271     3       1       0      1.60       5.0
                         272     3       2       0      3.30       6.5
                         273     3       3       0      4.99       8.0
                         274     3       4       0      1.68       5.0
                         275     3       5       0      2.39       6.0
                         276     3       6       0      2.31       6.0
                         277     3       7       0      2.32       6.0
                         278     3       8       0      3.56       7.0
                         279     3       9       0      2.19       5.8
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                         280     3      10       0      7.65       8.5

The SAS System
23:37 Saturday, January 11, 1997   6

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         281     3      11       0      3.96       7.0
                         282     3      12       0      2.73       6.2
                         283     3      13       0      3.51       7.0
                         284     3      14       0      2.77       6.0
                         285     3      15       0      1.19       5.0
                         286     3      16       0      3.63       6.5
                         287     3      17       0      2.31       5.5
                         288     3      18       0      2.57       6.0
                         289     3       1       0      4.78       8.0
                         290     3       2       0      2.55       6.0
                         291     3       3       0      2.61       5.5
                         292     3       4       0      2.31       5.5
                         293     3       5       0      6.52       8.0
                         294     3       6       0      2.54       6.0
                         295     3       7       0      2.96       6.2
                         296     3       8       0      1.25       5.0
                         297     3       9       0      2.49       6.2
                         298     3      10       0      1.71       5.2
                         299     3      11       0      3.14       6.2
                         300     3      12       0      1.36       5.0
                         301     3      13       0      2.09       5.5
                         302     3      14       0      2.91       6.0
                         303     3      15       0      2.63       6.0
                         304     3      16       0      1.60       5.0
                         305     3      17       0      3.34       6.0
                         306     3      18       0      1.92       5.5
                         307     3       1       0      4.79       7.4
                         308     3       2       0      1.89       5.0
                         309     3       3       0      1.73       5.1
                         310     3       4       0      2.35       6.0
                         311     3       5       0      2.28       5.5
                         312     3       6       0      4.18       7.0
                         313     3       7       0      1.49       4.5
                         314     3       8       0      2.09       5.5
                         315     3       9       0      4.50       7.0
                         316     3      10       0      1.45       5.0
                         317     3      11       0      3.41       6.5
                         318     3      12       0      1.40       5.0
                         319     3      13       0      3.53       6.5
                         320     3      14       0      3.06       6.0
                         321     3      15       0      3.32       7.0
                         322     3      16       0      1.29       4.5
                         323     3      17       0      1.70       5.0
                         324     3      18       0      1.06       4.5
                         325     1       1      15      1.92       5.7
                         326     1       2      15      8.64       9.5
                         327     1       3      15      7.66       9.0
                         328     1       4      15      5.56       8.0
                         329     1       5      15      8.13       9.5
                         330     1       6      15      3.32       6.5
                         331     1       7      15      4.16       7.5
                         332     1       8      15      2.74       6.0
                         333     1       9      15      3.37       6.8
                         334     1      10      15      2.74       6.2
                         335     1      11      15      2.64       6.0
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                         336     1      12      15      2.02       5.2
The SAS System

23:37 Saturday, January 11, 1997   7

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         337     1      13      15       2.80      6.5
                         338     1      14      15       3.38      6.7
                         339     1      15      15       2.16      5.8
                         340     1      16      15       2.42      6.1
                         341     1      17      15       2.67      6.0
                         342     1      18      15       1.88      5.2
                         343     1       1      15      10.48     15.0
                         344     1       2      15       2.99      7.0
                         345     1       3      15       4.99      7.5
                         346     1       4      15       3.02      6.0
                         347     1       5      15       3.89      7.2
                         348     1       6      15       4.05      7.2
                         349     1       7      15       3.93      7.0
                         350     1       8      15       3.29      7.0
                         351     1       9      15       3.50      7.0
                         352     1      10      15       2.79      6.5
                         353     1      11      15       2.38      5.5
                         354     1      12      15       2.80      6.5
                         355     1      13      15       3.33      6.7
                         356     1      14      15       2.53      6.2
                         357     1      15      15       1.54      5.5
                         358     1      16      15       2.70      6.0
                         359     1      17      15       2.07      5.5
                         360     1      18      15       2.66      6.2
                         361     1       1      15       5.14      7.7
                         362     1       2      15       1.53      5.0
                         363     1       3      15       5.71      8.3
                         364     1       4      15       3.28      7.0
                         365     1       5      15       3.74      7.2
                         366     1       6      15       3.91      7.2
                         367     1       7      15       2.87      7.0
                         368     1       8      15       3.51      7.0
                         369     1       9      15       3.22      7.0
                         370     1      10      15       1.94      5.3
                         371     1      11      15       2.37      6.0
                         372     1      12      15       3.03      6.5
                         373     1      13      15       1.51      5.2
                         374     1      14      15       1.93      5.7
                         375     1      15      15       2.39      6.0
                         376     1      16      15       2.47      6.2
                         377     1      17      15       3.10      6.5
                         378     1      18      15       2.91      6.0
                         379     1       1      15       5.32      8.0
                         380     1       2      15       4.66      7.5
                         381     1       3      15       4.13      7.0
                         382     1       4      15       3.10      6.5
                         383     1       5      15       1.76      5.5
                         384     1       6      15       4.23      7.0
                         385     1       7      15       4.02      7.2
                         386     1       8      15       2.70      6.3
                         387     1       9      15       2.86      6.0
                         388     1      10      15       2.15      6.0
                         389     1      11      15       2.51      6.2
                         390     1      12      15       2.13      6.0
                         391     1      13      15       2.62      5.8
                         392     1      14      15       2.33      6.0
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The SAS System
23:37 Saturday, January 11, 1997   8

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         393     1      15      15       1.92      5.5
                         394     1      16      15       1.89      5.1
                         395     1      17      15       1.27      4.8
                         396     1      18      15       1.42      5.2
                         397     1       1      15       2.91      6.5
                         398     1       2      15       3.78      7.0
                         399     1       3      15       3.10      7.0
                         400     1       4      15       2.25      7.0
                         401     1       5      15       4.94      7.5
                         402     1       6      15       1.51      5.5
                         403     1       7      15       3.84      7.0
                         404     1       8      15       2.73      6.3
                         405     1       9      15       3.29      7.0
                         406     1      10      15       2.79      6.5
                         407     1      11      15       5.17      8.0
                         408     1      12      15       3.65      7.0
                         409     1      13      15       3.30      6.8
                         410     1      14      15       2.50      6.0
                         411     1      15      15       2.12      5.5
                         412     1      16      15       2.16      5.7
                         413     1      17      15       2.00      5.5
                         414     1      18      15       1.55      5.5
                         415     1       1      15       9.37      9.5
                         416     1       2      15      10.34     10.0
                         417     1       3      15       5.37      8.2
                         418     1       4      15       6.99      8.5
                         419     1       5      15       5.91      8.0
                         420     1       6      15       5.61      8.0
                         421     1       7      15       4.10      7.8
                         422     1       8      15       3.48      6.7
                         423     1       9      15       5.27      7.7
                         424     1      10      15       5.07      7.5
                         425     1      11      15       3.66      7.0
                         426     1      12      15       2.30      6.0
                         427     1      13      15       3.59      7.0
                         428     1      14      15       3.23      6.5
                         429     1      15      15       3.37      7.0
                         430     1      16      15       1.95      5.0
                         431     1      17      15       3.20      6.8
                         432     1      18      15       1.68      5.5
                         433     2       1      15       2.86      6.3
                         434     2       2      15       6.54      8.2
                         435     2       3      15       4.21      7.0
                         436     2       4      15       7.37      9.0
                         437     2       5      15       7.07      8.5
                         438     2       6      15       4.56      7.7
                         439     2       7      15       4.50      7.5
                         440     2       8      15       3.47      7.0
                         441     2       9      15       3.87      7.0
                         442     2      10      15       3.27      6.5
                         443     2      11      15       2.31      6.0
                         444     2      12      15       5.38      8.0
                         445     2      13      15       2.82      6.0
                         446     2      14      15       2.28      5.5
                         447     2      15      15       3.86      7.0
                         448     2      16      15       1.87      5.5
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The SAS System
  23:37 Saturday, January 11, 1997   9

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         449     2      17      15      3.67       7.0
                         450     2      18      15      2.03       5.5
                         451     2       1      15      8.47       9.0
                         452     2       2      15      2.12       5.5
                         453     2       3      15      4.06       7.0
                         454     2       4      15      5.60       7.5
                         455     2       5      15      3.25       6.8
                         456     2       6      15      4.52       7.0
                         457     2       7      15      4.22       6.5
                         458     2       8      15      2.95       6.0
                         459     2       9      15      4.10       7.0
                         460     2      10      15      2.01       5.5
                         461     2      11      15      1.65       5.0
                         462     2      12      15      3.68       7.0
                         463     2      13      15      3.35       6.2
                         464     2      14      15      2.15       5.0
                         465     2      15      15      2.60       5.5
                         466     2      16      15      2.05       6.0
                         467     2      17      15      1.98       6.0
                         468     2      18      15      2.55       5.5
                         469     2       1      15      6.67       8.5
                         470     2       2      15      6.04       7.5
                         471     2       3      15      3.96       6.9
                         472     2       4      15      4.87       7.7
                         473     2       5      15      4.03       7.0
                         474     2       6      15      4.29       7.2
                         475     2       7      15      4.10       7.0
                         476     2       8      15      2.36       6.8
                         477     2       9      15      2.49       6.0
                         478     2      10      15      2.83       6.2
                         479     2      11      15      2.61       6.2
                         480     2      12      15      1.53       5.5
                         481     2      13      15      2.30       5.7
                         482     2      14      15      1.66       5.5
                         483     2      15      15      2.57       6.0
                         484     2      16      15      3.18       6.5
                         485     2      17      15      2.18       4.8
                         486     2      18      15      1.02       5.0
                         487     2       1      15      3.75       6.8
                         488     2       2      15      1.77       5.0
                         489     2       3      15      4.65       7.6
                         490     2       4      15      3.65       7.0
                         491     2       5      15      6.43       9.0
                         492     2       6      15      6.37       8.2
                         493     2       7      15      3.62       7.0
                         494     2       8      15      3.92       7.0
                         495     2       9      15      2.16       6.0
                         496     2      10      15      1.90       5.0
                         497     2      11      15      3.83       7.2
                         498     2      12      15      2.10       5.0
                         499     2      13      15      5.00      10.5
                         500     2      14      15      1.50       4.7
                         501     2      15      15      3.45       6.5
                         502     2      16      15      2.53       6.0
                         503     2      17      15      2.04       5.2
                         504     2      18      15      2.30       5.6
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The SAS System
   23:37 Saturday, January 11, 1997  10

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         505     2       1      15      18.13     12.0
                         506     2       2      15       6.58      8.5
                         507     2       3      15       2.41      6.0
                         508     2       4      15       4.60      7.5
                         509     2       5      15       1.54      5.0
                         510     2       6      15       5.76      8.0
                         511     2       7      15       5.83      8.5
                         512     2       8      15       4.09      7.5
                         513     2       9      15       3.43      6.6
                         514     2      10      15       3.45      7.0
                         515     2      11      15       3.14      7.0
                         516     2      12      15       2.20      5.5
                         517     2      13      15       3.15      6.5
                         518     2      14      15       2.28      6.0
                         519     2      15      15       3.27      7.0
                         520     2      16      15       2.43      6.0
                         521     2      17      15       2.08      5.3
                         522     2      18      15       1.60      5.0
                         523     2       1      15       4.36      6.5
                         524     2       2      15       5.76      7.4
                         525     2       3      15       3.55      6.5
                         526     2       4      15       2.23      5.2
                         527     2       5      15       3.65      6.7
                         528     2       6      15       5.07      7.5
                         529     2       7      15       4.38      7.0
                         530     2       8      15       2.86      5.7
                         531     2       9      15       1.63      5.6
                         532     2      10      15       2.89      5.7
                         533     2      11      15       1.98      5.5
                         534     2      12      15       2.38      6.0
                         535     2      13      15       2.61      5.5
                         536     2      14      15       3.02      6.5
                         537     2      15      15       2.32      5.7
                         538     2      16      15       1.77      5.3
                         539     2      17      15       1.73      5.5
                         540     2      18      15       1.57      5.5
                         541     3       1      15       4.86      7.0
                         542     3       2      15       5.56      8.0
                         543     3       3      15       6.25      8.5
                         544     3       4      15       3.89      6.8
                         545     3       5      15       4.14      7.0
                         546     3       6      15       5.80      7.5
                         547     3       7      15       4.44      7.7
                         548     3       8      15       3.66      6.7
                         549     3       9      15       3.22      6.2
                         550     3      10      15       4.38      7.5
                         551     3      11      15       3.45      6.2
                         552     3      12      15       3.77      7.0
                         553     3      13      15       3.01      6.0
                         554     3      14      15       3.30      6.2
                         555     3      15      15       2.19      5.5
                         556     3      16      15       1.45      4.8
                         557     3      17      15       2.27      5.5
                         558     3      18      15       2.00      4.5
                         559     3       1      15       8.03      9.1
                         560     3       2      15       3.94      6.6
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The SAS System
   23:37 Saturday, January 11, 1997  11

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         561     3       3      15       4.65      7.7
                         562     3       4      15       2.58      6.1
                         563     3       5      15       4.84      7.7
                         564     3       6      15       4.47      8.0
                         565     3       7      15       4.49      7.0
                         566     3       8      15       3.01      6.5
                         567     3       9      15       4.36      7.2
                         568     3      10      15       2.90      6.0
                         569     3      11      15       3.97      7.0
                         570     3      12      15       4.39      7.2
                         571     3      13      15       4.22      7.2
                         572     3      14      15       2.81      6.0
                         573     3      15      15       1.99      5.8
                         574     3      16      15       2.78      6.0
                         575     3      17      15       1.73      5.5
                         576     3      18      15       3.04      5.7
                         577     3       1      15       9.90      9.0
                         578     3       2      15       4.90      8.0
                         579     3       3      15       7.11      8.7
                         580     3       4      15       3.17      5.0
                         581     3       5      15       4.16      7.0
                         582     3       6      15       4.23      7.0
                         583     3       7      15       3.22      6.5
                         584     3       8      15       4.44      7.0
                         585     3       9      15       2.95      6.5
                         586     3      10      15       2.63      6.0
                         587     3      11      15       2.63      6.0
                         588     3      12      15       2.54      6.0
                         589     3      13      15       3.03      6.5
                         590     3      14      15       2.20      5.9
                         591     3      15      15       1.95      5.2
                         592     3      16      15       1.54      5.5
                         593     3      17      15       2.05      5.7
                         594     3      18      15       1.39      5.2
                         595     3       1      15       6.80      8.5
                         596     3       2      15       8.40      9.5
                         597     3       3      15       5.23      8.0
                         598     3       4      15       5.99      8.0
                         599     3       5      15       5.44      8.0
                         600     3       6      15       4.92      7.4
                         601     3       7      15       3.14      6.5
                         602     3       8      15       4.01      6.5
                         603     3       9      15       3.50      7.0
                         604     3      10      15       2.41      6.0
                         605     3      11      15       1.89      5.2
                         606     3      12      15       2.60      6.0
                         607     3      13      15       2.78      6.2
                         608     3      14      15       2.85      6.5
                         609     3      15      15       2.92      6.0
                         610     3      16      15       2.92      6.2
                         611     3      17      15       1.62      5.5
                         612     3      18      15       2.46      6.0
                         613     3       1      15      26.00     13.5
                         614     3       2      15       8.29      9.0
                         615     3       3      15       7.11      8.0
                         616     3       4      15       4.37      7.0
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The SAS System
23:37 Saturday, January 11, 1997  12

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         617     3       5      15       3.11      6.2
                         618     3       6      15       5.88      8.4
                         619     3       7      15       1.69      5.0
                         620     3       8      15       4.35      7.6
                         621     3       9      15       3.37      6.0
                         622     3      10      15       3.20      6.0
                         623     3      11      15       3.28      6.5
                         624     3      12      15       3.05      6.0
                         625     3      13      15       2.88      5.7
                         626     3      14      15       2.88      6.0
                         627     3      15      15       1.72      5.1
                         628     3      16      15       1.78      5.5
                         629     3      17      15       1.68      5.0
                         630     3      18      15       2.28      5.2
                         631     3       1      15      10.95     10.0
                         632     3       2      15       5.26      8.0
                         633     3       3      15       6.52      7.5
                         634     3       4      15       2.92      6.5
                         635     3       5      15       6.24      8.2
                         636     3       6      15       4.80      7.6
                         637     3       7      15       4.93      8.0
                         638     3       8      15       2.72      6.2
                         639     3       9      15       3.72      6.5
                         640     3      10      15       1.77      5.2
                         641     3      11      15       3.24      7.0
                         642     3      12      15       2.60      6.0
                         643     3      13      15       3.94      7.5
                         644     3      14      15       3.14      7.0
                         645     3      15      15       2.15      5.6
                         646     3      16      15       3.20      7.0
                         647     3      17      15       2.62      6.5
                         648     3      18      15       1.57      5.0
                         649     1       1      30      24.68     10.0
                         650     1       2      30      12.53      9.3
                         651     1       3      30      19.10     11.5
                         652     1       4      30       8.20      8.5
                         653     1       5      30       7.13      8.2
                         654     1       6      30      13.37     10.7
                         655     1       7      30       8.30      8.4
                         656     1       8      30      12.69      9.5
                         657     1       9      30       6.44      8.3
                         658     1      10      30       4.67      7.0
                         659     1      11      30      19.87     12.5
                         660     1      12      30       6.56      7.5
                         661     1      13      30      10.96     10.0
                         662     1      14      30       7.65      9.0
                         663     1      15      30       6.10      7.6
                         664     1      16      30       5.22      8.0
                         665     1      17      30       8.32      9.5
                         666     1      18      30      10.00      9.5
                         667     1       1      30       4.20      6.5
                         668     1       2      30       2.63      6.2
                         669     1       3      30       8.21      8.6
                         670     1       4      30      28.43     13.5
                         671     1       5      30      17.81     11.5
                         672     1       6      30       3.66      6.8
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The SAS System
23:37 Saturday, January 11, 1997  13

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         673     1       7      30       5.52      8.3
                         674     1       8      30       5.39      7.5
                         675     1       9      30       5.23      7.6
                         676     1      10      30       2.60      7.0
                         677     1      11      30       9.28      9.7
                         678     1      12      30       5.24      7.5
                         679     1      13      30      17.31     11.2
                         680     1      14      30       2.98      6.5
                         681     1      15      30       6.24      8.7
                         682     1      16      30       2.72      6.2
                         683     1      17      30       4.05      7.0
                         684     1      18      30       6.62      8.4
                         685     1       1      30       5.38      6.5
                         686     1       2      30      13.16     10.5
                         687     1       3      30       9.27      7.8
                         688     1       4      30       4.62      7.0
                         689     1       5      30       9.30      8.5
                         690     1       6      30       7.05      8.0
                         691     1       7      30       6.47      8.0
                         692     1       8      30       3.48      6.0
                         693     1       9      30       4.36      7.2
                         694     1      10      30       7.03      8.5
                         695     1      11      30       7.98      9.0
                         696     1      12      30       5.60      8.0
                         697     1      13      30      10.25      9.0
                         698     1      14      30       4.04      8.0
                         699     1      15      30       4.84      7.5
                         700     1      16      30       3.65      7.2
                         701     1      17      30      10.17     10.0
                         702     1      18      30       6.31      7.8
                         703     1       1      30       8.24      9.0
                         704     1       2      30       7.94      9.0
                         705     1       3      30      10.43      9.5
                         706     1       4      30       5.48      8.0
                         707     1       5      30       3.13      7.0
                         708     1       6      30       2.61      6.7
                         709     1       7      30      19.64     12.0
                         710     1       8      30      14.86     10.8
                         711     1       9      30       3.36      6.7
                         712     1      10      30      26.23     12.4
                         713     1      11      30      15.50     11.2
                         714     1      12      30       4.50      8.0
                         715     1      13      30       4.40      7.3
                         716     1      14      30       2.71      5.5
                         717     1      15      30      10.53      9.0
                         718     1      16      30      18.74     12.0
                         719     1      17      30      10.05      9.6
                         720     1      18      30       6.90      8.7
                         721     1       1      30       5.27      7.8
                         722     1       2      30       8.53      8.5
                         723     1       3      30      22.68     13.2
                         724     1       4      30       9.91      9.2
                         725     1       5      30       7.12      8.4
                         726     1       6      30      10.78      8.7
                         727     1       7      30       5.34      8.3
                         728     1       8      30       8.76      9.3
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The SAS System
23:37 Saturday, January 11, 1997  14

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         729     1       9      30      11.70     10.4
                         730     1      10      30      11.74      9.8
                         731     1      11      30      12.45      9.7
                         732     1      12      30       8.27      9.4
                         733     1      13      30       6.54      7.8
                         734     1      14      30       7.91      7.2
                         735     1      15      30       3.01      6.2
                         736     1      16      30      11.15      9.6
                         737     1      17      30       7.90      9.5
                         738     1      18      30       3.86      6.7
                         739     1       1      30       9.23      9.0
                         740     1       2      30       7.54      8.0
                         741     1       3      30       2.26      6.0
                         742     1       4      30       6.86      9.2
                         743     1       5      30       3.13      6.5
                         744     1       6      30       8.50      8.8
                         745     1       7      30       4.66      7.6
                         746     1       8      30      16.67     11.5
                         747     1       9      30       1.93      5.5
                         748     1      10      30       2.00      5.5
                         749     1      11      30       8.05      9.0
                         750     1      12      30      12.44     10.0
                         751     1      13      30      11.06      9.7
                         752     1      14      30       6.30      6.5
                         753     1      15      30       3.54      6.8
                         754     1      16      30       3.77      7.0
                         755     1      17      30       9.23      8.3
                         756     1      18      30      10.91     10.5
                         757     2       1      30      11.49     10.7
                         758     2       2      30       2.86      6.5
                         759     2       3      30       3.44      6.5
                         760     2       4      30       5.35      7.8
                         761     2       5      30       9.59      9.0
                         762     2       6      30       6.98      9.5
                         763     2       7      30       6.22      8.3
                         764     2       8      30       9.96      9.6
                         765     2       9      30      13.05     10.5
                         766     2      10      30       3.05      7.2
                         767     2      11      30       8.07      8.0
                         768     2      12      30       2.80      6.3
                         769     2      13      30       9.60      9.2
                         770     2      14      30       5.14      7.0
                         771     2      15      30      10.45     10.4
                         772     2      16      30       3.70      7.1
                         773     2      17      30       4.87      7.3
                         774     2      18      30       8.56      8.7
                         775     2       1      30       7.04      7.8
                         776     2       2      30      16.99     11.7
                         777     2       3      30       6.41      8.2
                         778     2       4      30       5.83      7.8
                         779     2       5      30       4.76      6.6
                         780     2       6      30      13.56      9.8
                         781     2       7      30       8.63      8.5
                         782     2       8      30      33.10     14.0
                         783     2       9      30       7.05      8.0
                         784     2      10      30      24.91     13.0
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         785     2      11      30      10.81      9.3
                         786     2      12      30       7.79      8.4
                         787     2      13      30      15.55     11.0
                         788     2      14      30       8.50      8.6
                         789     2      15      30       6.61      8.0
                         790     2      16      30      15.33     10.3
                         791     2      17      30      11.53      9.3
                         792     2      18      30       9.01      9.3
                         793     2       1      30       7.10      7.6
                         794     2       2      30       5.23      8.4
                         795     2       3      30      13.13      9.5
                         796     2       4      30       8.30      8.7
                         797     2       5      30      10.97      9.2
                         798     2       6      30      24.90     11.5
                         799     2       7      30       5.60      7.0
                         800     2       8      30       4.24      7.0
                         801     2       9      30       5.60      7.7
                         802     2      10      30      10.93      9.2
                         803     2      11      30      18.29     10.8
                         804     2      12      30       8.39      9.0
                         805     2      13      30       3.11      6.6
                         806     2      14      30       3.80      7.0
                         807     2      15      30       2.85      6.3
                         808     2      16      30       7.25      9.3
                         809     2      17      30       4.30      7.0
                         810     2      18      30       9.08      8.7
                         811     2       1      30       3.87      7.5
                         812     2       2      30       3.42      6.8
                         813     2       3      30       5.57      7.8
                         814     2       4      30      11.79     10.2
                         815     2       5      30       8.59      8.6
                         816     2       6      30      11.87      9.7
                         817     2       7      30       6.85      8.5
                         818     2       8      30      10.70     10.3
                         819     2       9      30      11.11     10.0
                         820     2      10      30       6.17      7.4
                         821     2      11      30       6.62      6.3
                         822     2      12      30       4.09      7.0
                         823     2      13      30       2.91      6.6
                         824     2      14      30      13.99      9.3
                         825     2      15      30       4.67      7.4
                         826     2      16      30       9.13      8.6
                         827     2      17      30       3.33      5.8
                         828     2      18      30       3.25      6.5
                         829     2       1      30      12.90     10.0
                         830     2       2      30      15.13     10.0
                         831     2       3      30      11.95      9.5
                         832     2       4      30      11.66     10.2
                         833     2       5      30      11.51     10.0
                         834     2       6      30      39.11     15.0
                         835     2       7      30       4.00      7.2
                         836     2       8      30       5.88      7.5
                         837     2       9      30       2.97      6.2
                         838     2      10      30      11.85     10.0
                         839     2      11      30       6.55      8.4
                         840     2      12      30       7.82      7.8
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         841     2      13      30      10.83      9.6
                         842     2      14      30       3.36      6.3
                         843     2      15      30       7.24      8.5
                         844     2      16      30      14.72     10.7
                         845     2      17      30       4.81      7.5
                         846     2      18      30       4.97      8.0
                         847     2       1      30       6.01      7.5
                         848     2       2      30       8.30      8.5
                         849     2       3      30       6.60      7.7
                         850     2       4      30       6.41      7.5
                         851     2       5      30       4.00      6.5
                         852     2       6      30       3.77      6.2
                         853     2       7      30       2.43      4.5
                         854     2       8      30       7.16      7.7
                         855     2       9      30       6.48      8.4
                         856     2      10      30      11.10      9.5
                         857     2      11      30       7.13      8.0
                         858     2      12      30      16.62     10.7
                         859     2      13      30       3.22      6.0
                         860     2      14      30       6.78      7.8
                         861     2      15      30       5.34      7.8
                         862     2      16      30       5.60      7.5
                         863     2      17      30       8.67      8.5
                         864     2      18      30       6.90      7.6
                         865     3       1      30       4.30      6.5
                         866     3       2      30       7.87      8.5
                         867     3       3      30       6.84      7.7
                         868     3       4      30      15.56     10.0
                         869     3       5      30       7.46      8.5
                         870     3       6      30       2.01      5.6
                         871     3       7      30       2.46      5.5
                         872     3       8      30      10.40      9.0
                         873     3       9      30       6.55      8.5
                         874     3      10      30      12.24      9.0
                         875     3      11      30       4.09      6.5
                         876     3      12      30       5.82      7.4
                         877     3      13      30       4.62      7.2
                         878     3      14      30       2.20      5.5
                         879     3      15      30       4.13      7.0
                         880     3      16      30       5.08      6.8
                         881     3      17      30       3.36      6.3
                         882     3      18      30       6.20      8.5
                         883     3       1      30      17.11     10.7
                         884     3       2      30       2.89      9.0
                         885     3       3      30      10.01      9.3
                         886     3       4      30      20.04     10.9
                         887     3       5      30       9.66      8.5
                         888     3       6      30       2.81      5.5
                         889     3       7      30       8.44      8.4
                         890     3       8      30       8.53      8.7
                         891     3       9      30       6.24      8.5
                         892     3      10      30       2.90      5.8
                         893     3      11      30       4.03      6.4
                         894     3      12      30       5.41      7.8
                         895     3      13      30       9.16      8.7
                         896     3      14      30       3.39      6.4
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         897     3      15      30       2.89      5.5
                         898     3      16      30       8.11      8.2
                         899     3      17      30       2.73      6.0
                         900     3      18      30       6.49      8.3
                         901     3       1      30      16.06     11.6
                         902     3       2      30       6.24      8.0
                         903     3       3      30      14.07     11.0
                         904     3       4      30      17.04     10.5
                         905     3       5      30       5.57      8.0
                         906     3       6      30       3.43      6.8
                         907     3       7      30       4.40      7.5
                         908     3       8      30      10.61      9.6
                         909     3       9      30       4.97      8.0
                         910     3      10      30       6.06      8.7
                         911     3      11      30       5.28      8.0
                         912     3      12      30       7.41      9.6
                         913     3      13      30       3.35      8.0
                         914     3      14      30      11.25      8.7
                         915     3      15      30       5.53      8.0
                         916     3      16      30       9.99      9.6
                         917     3      17      30       5.03      7.0
                         918     3      18      30       4.02      7.5
                         919     3       1      30       3.80      7.5
                         920     3       2      30       7.09      8.6
                         921     3       3      30      18.94     12.2
                         922     3       4      30       3.72      7.6
                         923     3       5      30       8.68      9.5
                         924     3       6      30       9.99     10.4
                         925     3       7      30      10.90     10.4
                         926     3       8      30       6.52      9.0
                         927     3       9      30      10.42      9.6
                         928     3      10      30       5.24      7.8
                         929     3      11      30       9.94      9.2
                         930     3      12      30       4.73      7.0
                         931     3      13      30       4.74      7.3
                         932     3      14      30       5.30      8.3
                         933     3      15      30       2.76      6.5
                         934     3      16      30      15.50     11.0
                         935     3      17      30       2.48      6.5
                         936     3      18      30       3.47      7.1
                         937     3       1      30       7.06      8.5
                         938     3       2      30      14.85     11.0
                         939     3       3      30      11.23     10.0
                         940     3       4      30       8.68      9.0
                         941     3       5      30       2.45      6.5
                         942     3       6      30       6.12      8.0
                         943     3       7      30       6.12      8.0
                         944     3       8      30       7.34      8.5
                         945     3       9      30       5.46      8.2
                         946     3      10      30      18.42     12.0
                         947     3      11      30      38.12     17.0
                         948     3      12      30      10.70      9.7
                         949     3      13      30       3.17      6.5
                         950     3      14      30       7.26      8.6
                         951     3      15      30      13.29     10.6
                         952     3      16      30       9.71      9.5
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                         953     3      17      30       5.16      8.0
                         954     3      18      30       3.30      6.5
                         955     3       1      30       5.83      7.7
                         956     3       2      30       3.48      7.4
                         957     3       3      30       5.18      7.0
                         958     3       4      30       6.28      8.5
                         959     3       5      30       5.99      7.5
                         960     3       6      30      11.95     10.5
                         961     3       7      30       8.64      8.7
                         962     3       8      30      11.06     10.0
                         963     3       9      30       5.69      8.2
                         964     3      10      30       4.58      7.6
                         965     3      11      30       9.49      9.5
                         966     3      12      30       4.83      7.6
                         967     3      13      30      14.36     12.0
                         968     3      14      30      14.65     11.3
                         969     3      15      30      10.83      9.7
                         970     3      16      30       6.61      8.7
                         971     3      17      30       5.84      8.0
                         972     3      18      30      24.11     13.5
                         973     1       1      45      41.70     15.0
                         974     1       2      45      24.90     13.3
                         975     1       3      45      19.41     12.0
                         976     1       4      45      27.54     13.3
                         977     1       5      45      11.98     10.5
                         978     1       6      45      13.21     10.4
                         979     1       7      45      21.08     11.5
                         980     1       8      45      28.07     13.6
                         981     1       9      45       7.50      8.9
                         982     1      10      45       5.80      8.5
                         983     1      11      45      13.80     11.2
                         984     1      12      45      18.10     13.1
                         985     1      13      45      20.11     13.4
                         986     1      14      45      46.26     15.8
                         987     1      15      45      28.92     14.4
                         988     1      16      45      39.44     15.0
                         989     1      17      45      10.08      9.5
                         990     1      18      45       7.69      9.6
                         991     1       1      45      21.96     12.4
                         992     1       2      45      14.14     11.3
                         993     1       3      45      31.74     14.2
                         994     1       4      45      28.85     14.4
                         995     1       5      45      15.74     11.7
                         996     1       6      45      41.70     16.2
                         997     1       7      45       8.28      9.2
                         998     1       8      45       8.49      8.6
                         999     1       9      45      17.86     12.4
                        1000     1      10      45       7.15      8.6
                        1001     1      11      45       6.25      7.8
                        1002     1      12      45       6.49      8.9
                        1003     1      13      45      14.42     10.7
                        1004     1      14      45      47.17     16.5
                        1005     1      15      45      24.08     12.7
                        1006     1      16      45       9.60      9.6
                        1007     1      17      45      21.55     12.7
                        1008     1      18      45       7.18      8.2
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1009     1       1      45      12.55     11.4
                        1010     1       2      45       5.18      7.7
                        1011     1       3      45      16.14     11.5
                        1012     1       4      45      37.96     15.2
                        1013     1       5      45      13.45     11.2
                        1014     1       6      45      22.32     12.3
                        1015     1       7      45      28.13     13.5
                        1016     1       8      45      52.26     16.2
                        1017     1       9      45      25.57     13.6
                        1018     1      10      45       6.19      8.0
                        1019     1      11      45      22.82     13.5
                        1020     1      12      45      24.23     13.0
                        1021     1      13      45      40.98     14.5
                        1022     1      14      45      32.24     15.3
                        1023     1      15      45      37.03     15.2
                        1024     1      16      45      15.71     11.7
                        1025     1      17      45      11.84     10.8
                        1026     1      18      45      14.92     12.5
                        1027     1       1      45      23.20     13.2
                        1028     1       2      45      36.11     14.7
                        1029     1       3      45       6.19      8.4
                        1030     1       4      45      11.93     10.4
                        1031     1       5      45      21.63     12.4
                        1032     1       6      45      25.15     12.2
                        1033     1       7      45      48.26     15.2
                        1034     1       8      45      28.60     14.2
                        1035     1       9      45      83.07     21.0
                        1036     1      10      45      14.41     11.0
                        1037     1      11      45      49.75     17.0
                        1038     1      12      45      26.60     13.1
                        1039     1      13      45      33.12     14.0
                        1040     1      14      45      41.43     15.5
                        1041     1      15      45      38.55      5.2
                        1042     1      16      45      30.11     14.4
                        1043     1      17      45      23.44     13.4
                        1044     1      18      45      13.92     10.9
                        1045     1       1      45      18.49     12.2
                        1046     1       2      45      23.24     12.5
                        1047     1       3      45      22.15     11.2
                        1048     1       4      45      21.96     11.5
                        1049     1       5      45      16.18     12.2
                        1050     1       6      45      40.60     15.0
                        1051     1       7      45      21.10     12.2
                        1052     1       8      45      23.95     13.5
                        1053     1       9      45      26.52     13.7
                        1054     1      10      45      28.22     13.6
                        1055     1      11      45      18.71     12.2
                        1056     1      12      45       8.59      9.0
                        1057     1      13      45      54.86     16.6
                        1058     1      14      45      47.65     15.9
                        1059     1      15      45      63.55     18.0
                        1060     1      16      45      11.40     10.0
                        1061     1      17      45      32.06     13.7
                        1062     1      18      45      16.52     11.0
                        1063     1       1      45      55.31     16.4
                        1064     1       2      45      19.51     12.5
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1065     1       3      45      20.23     12.0
                        1066     1       4      45      18.60     11.6
                        1067     1       5      45      19.53     12.0
                        1068     1       6      45       6.49      8.6
                        1069     1       7      45      32.92     14.3
                        1070     1       8      45      25.82     13.6
                        1071     1       9      45      11.19     10.0
                        1072     1      10      45      30.85     14.0
                        1073     1      11      45      31.58     13.6
                        1074     1      12      45      38.07     14.2
                        1075     1      13      45      21.34     11.2
                        1076     1      14      45      35.63     15.5
                        1077     1      15      45      39.19     14.5
                        1078     1      16      45       9.33      9.4
                        1079     1      17      45       9.32     10.0
                        1080     1      18      45      18.01     11.8
                        1081     2       1      45      35.07     13.8
                        1082     2       2      45      23.89     12.5
                        1083     2       3      45      23.96     12.1
                        1084     2       4      45      18.53     11.7
                        1085     2       5      45      37.10     14.7
                        1086     2       6      45      20.40     12.5
                        1087     2       7      45       6.24      8.5
                        1088     2       8      45      33.85     13.4
                        1089     2       9      45      40.01     15.4
                        1090     2      10      45      20.73     11.4
                        1091     2      11      45      44.25     15.5
                        1092     2      12      45      22.46     12.4
                        1093     2      13      45      45.05     16.0
                        1094     2      14      45      59.70     17.5
                        1095     2      15      45      49.63     16.4
                        1096     2      16      45      13.49     11.4
                        1097     2      17      45       4.89      7.8
                        1098     2      18      45       9.59      9.2
                        1099     2       1      45      22.75     12.0
                        1100     2       2      45      12.99     10.4
                        1101     2       3      45      20.52     11.5
                        1102     2       4      45      36.45     14.0
                        1103     2       5      45      35.04     14.5
                        1104     2       6      45      13.90     11.4
                        1105     2       7      45       9.75     10.4
                        1106     2       8      45       6.85      8.4
                        1107     2       9      45      30.51     13.2
                        1108     2      10      45      40.61     16.7
                        1109     2      11      45      15.01     11.5
                        1110     2      12      45      10.20      9.7
                        1111     2      13      45      11.12      9.6
                        1112     2      14      45      14.80     11.0
                        1113     2      15      45      14.62     10.7
                        1114     2      16      45      31.15     14.5
                        1115     2      17      45      24.26     12.6
                        1116     2      18      45      23.80     12.7
                        1117     2       1      45      23.27     12.5
                        1118     2       2      45      21.18     11.8
                        1119     2       3      45      24.12     12.6
                        1120     2       4      45       8.07      8.7
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1121     2       5      45      22.49     11.6
                        1122     2       6      45      14.63     10.6
                        1123     2       7      45      28.68     13.3
                        1124     2       8      45      16.84     10.7
                        1125     2       9      45      10.62      9.2
                        1126     2      10      45       5.03      7.8
                        1127     2      11      45       6.62      8.7
                        1128     2      12      45       9.31      9.4
                        1129     2      13      45      11.35     10.5
                        1130     2      14      45      12.43     10.7
                        1131     2      15      45       5.81      8.2
                        1132     2      16      45       6.16      8.2
                        1133     2      17      45      52.06     17.0
                        1134     2      18      45       4.74      7.6
                        1135     2       1      45       9.22      9.5
                        1136     2       2      45      17.41     11.5
                        1137     2       3      45       6.74      8.0
                        1138     2       4      45      25.96     14.2
                        1139     2       5      45      21.26     12.5
                        1140     2       6      45      15.61     11.2
                        1141     2       7      45       7.02      8.5
                        1142     2       8      45      25.10     13.7
                        1143     2       9      45      29.03     13.0
                        1144     2      10      45       5.00      7.5
                        1145     2      11      45      18.40     11.5
                        1146     2      12      45       8.83      9.0
                        1147     2      13      45      15.90     11.3
                        1148     2      14      45      14.18     11.8
                        1149     2      15      45       5.09      7.4
                        1150     2      16      45      27.66     13.5
                        1151     2      17      45      11.61     10.2
                        1152     2      18      45       8.06      8.5
                        1153     2       1      45      29.32     13.5
                        1154     2       2      45      34.15     14.0
                        1155     2       3      45      13.29     10.4
                        1156     2       4      45      39.72     14.6
                        1157     2       5      45      72.78     18.5
                        1158     2       6      45      27.69     13.5
                        1159     2       7      45      49.23     15.6
                        1160     2       8      45      31.93     15.0
                        1161     2       9      45      28.90     13.0
                        1162     2      10      45      12.70      9.7
                        1163     2      11      45      28.67     13.8
                        1164     2      12      45      28.56     13.7
                        1165     2      13      45      14.63     11.0
                        1166     2      14      45       4.33      7.2
                        1167     2      15      45      11.20      9.7
                        1168     2      16      45      28.78     13.3
                        1169     2      17      45      21.63     12.7
                        1170     2      18      45      20.32     12.6
                        1171     2       1      45      11.62     10.4
                        1172     2       2      45      15.28     10.9
                        1173     2       3      45       6.72      7.7
                        1174     2       4      45       6.33      8.6
                        1175     2       5      45       3.18      6.6
                        1176     2       6      45       4.28      6.5
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1177     2       7      45      27.94     12.8
                        1178     2       8      45      17.92     11.6
                        1179     2       9      45       9.34      9.5
                        1180     2      10      45      13.07     10.8
                        1181     2      11      45      34.55     15.0
                        1182     2      12      45      22.24     12.0
                        1183     2      13      45      15.49     11.0
                        1184     2      14      45      16.13     11.0
                        1185     2      15      45       3.60      6.5
                        1186     2      16      45      18.61     11.7
                        1187     2      17      45      17.85     11.4
                        1188     2      18      45      24.63     12.7
                        1189     3       1      45      32.40     14.0
                        1190     3       2      45      16.79     11.2
                        1191     3       3      45      17.66     11.5
                        1192     3       4      45      17.47     10.0
                        1193     3       5      45      26.62     13.0
                        1194     3       6      45      26.66     13.0
                        1195     3       7      45       5.80      7.5
                        1196     3       8      45      22.24     11.8
                        1197     3       9      45      14.93     11.0
                        1198     3      10      45      21.08     11.5
                        1199     3      11      45      30.66     14.4
                        1200     3      12      45      22.04     12.5
                        1201     3      13      45      33.54     14.5
                        1202     3      14      45       6.30      7.8
                        1203     3      15      45       5.58      7.0
                        1204     3      16      45       6.89      8.5
                        1205     3      17      45      16.39     11.5
                        1206     3      18      45       9.84      9.2
                        1207     3       1      45      38.82     14.6
                        1208     3       2      45      13.90     10.2
                        1209     3       3      45      10.63      9.7
                        1210     3       4      45      17.94     11.4
                        1211     3       5      45      25.60     13.0
                        1212     3       6      45      20.50     11.8
                        1213     3       7      45      15.56     11.6
                        1214     3       8      45       5.21      7.6
                        1215     3       9      45      24.69     12.7
                        1216     3      10      45      12.54     10.5
                        1217     3      11      45      24.13     12.3
                        1218     3      12      45      16.57     11.2
                        1219     3      13      45      23.59     12.6
                        1220     3      14      45       8.40      9.0
                        1221     3      15      45       8.76      9.2
                        1222     3      16      45      15.83     11.7
                        1223     3      17      45       5.92      7.7
                        1224     3      18      45      21.88     11.6
                        1225     3       1      45      10.07      9.3
                        1226     3       2      45       7.54      8.3
                        1227     3       3      45      14.82     11.0
                        1228     3       4      45      14.43     10.7
                        1229     3       5      45       6.29      8.2
                        1230     3       6      45      28.03     13.4
                        1231     3       7      45      19.33     12.3
                        1232     3       8      45      11.03      9.8
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1233     3       9      45      16.20     10.3
                        1234     3      10      45      23.97     12.5
                        1235     3      11      45      17.28     10.7
                        1236     3      12      45       8.39      9.0
                        1237     3      13      45      30.40     13.7
                        1238     3      14      45       5.56      7.8
                        1239     3      15      45       6.47      8.0
                        1240     3      16      45       5.86      7.8
                        1241     3      17      45      11.63     10.0
                        1242     3      18      45      21.15     12.2
                        1243     3       1      45      11.97      9.7
                        1244     3       2      45      16.87     11.3
                        1245     3       3      45       8.16      8.7
                        1246     3       4      45       3.62      6.5
                        1247     3       5      45      27.80     12.8
                        1248     3       6      45       3.77      6.7
                        1249     3       7      45      22.64     12.3
                        1250     3       8      45       4.78      7.8
                        1251     3       9      45       4.67      7.2
                        1252     3      10      45      23.03     12.0
                        1253     3      11      45      73.84     17.4
                        1254     3      12      45      20.93     11.7
                        1255     3      13      45      25.20     13.0
                        1256     3      14      45      39.93     14.5
                        1257     3      15      45       6.77      8.0
                        1258     3      16      45       6.59      8.0
                        1259     3      17      45       8.70      8.7
                        1260     3      18      45       4.43      7.3
                        1261     3       1      45      38.89     14.5
                        1262     3       2      45      36.91     14.4
                        1263     3       3      45      21.76     11.8
                        1264     3       4      45      18.08     11.4
                        1265     3       5      45      23.89     12.5
                        1266     3       6      45      38.06     14.6
                        1267     3       7      45      27.34     13.3
                        1268     3       8      45      15.65     11.2
                        1269     3       9      45      17.31     11.2
                        1270     3      10      45      59.82     16.8
                        1271     3      11      45      24.02     12.4
                        1272     3      12      45      26.13     13.0
                        1273     3      13      45      51.28     16.8
                        1274     3      14      45      11.33      9.5
                        1275     3      15      45      19.55     12.0
                        1276     3      16      45      29.52     13.5
                        1277     3      17      45      20.18     11.9
                        1278     3      18      45       5.18      7.3
                        1279     3       1      45      77.76     18.0
                        1280     3       2      45      32.60     14.0
                        1281     3       3      45       9.64      9.2
                        1282     3       4      45       7.76      8.4
                        1283     3       5      45      56.71     16.6
                        1284     3       6      45      28.74     13.7
                        1285     3       7      45      30.91     13.0
                        1286     3       8      45      49.55     15.4
                        1287     3       9      45      27.95     12.6
                        1288     3      10      45      20.68     11.8
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1289     3      11      45      31.33     13.70
                        1290     3      12      45      14.08     10.40
                        1291     3      13      45      12.49     10.00
                        1292     3      14      45      10.52      9.90
                        1293     3      15      45      14.44     10.60
                        1294     3      16      45      37.15     14.50
                        1295     3      17      45       7.52      8.80
                        1296     3      18      45       8.98      8.70
                        1297     1       1      60      33.14     13.00
                        1298     1       2      60      73.07     17.50
                        1299     1       3      60      50.00     15.20
                        1300     1       4      60      54.01     16.00
                        1301     1       5      60      65.87     17.00
                        1302     1       6      60      40.30     14.50
                        1303     1       7      60      95.30     19.00
                        1304     1       8      60      39.07     14.50
                        1305     1       9      60      54.98     16.70
                        1306     1      10      60      47.39     17.80
                        1307     1      11      60      45.73     15.20
                        1308     1      12      60      84.51     18.00
                        1309     1      13      60      38.74     15.30
                        1310     1      14      60      58.60     16.50
                        1311     1      15      60      28.17     13.20
                        1312     1      16      60      31.82     14.00
                        1313     1      17      60      18.94     12.00
                        1314     1      18      60      25.17     15.00
                        1315     1       1      60      88.01     18.50
                        1316     1       2      60      61.08     17.80
                        1317     1       3      60      98.14     20.00
                        1318     1       4      60      48.80     18.80
                        1319     1       5      60      36.99     16.70
                        1320     1       6      60      34.65     15.50
                        1321     1       7      60      54.34     17.50
                        1322     1       8      60      33.36     15.50
                        1323     1       9      60      23.77     14.00
                        1324     1      10      60      27.54     13.50
                        1325     1      11      60      10.20      9.00
                        1326     1      12      60      23.53     13.00
                        1327     1      13      60       9.02      9.00
                        1328     1      14      60       9.52     10.12
                        1329     1      15      60       9.60     10.20
                        1330     1      16      60      39.00     16.00
                        1331     1      17      60      35.50     15.50
                        1332     1      18      60      39.10     16.50
                        1333     1       1      60      56.73     16.50
                        1334     1       2      60      88.65     20.50
                        1335     1       3      60      57.97     15.70
                        1336     1       4      60      47.49     15.50
                        1337     1       5      60      47.25     17.50
                        1338     1       6      60      53.82     18.00
                        1339     1       7      60      58.24     17.40
                        1340     1       8      60      54.17     18.00
                        1341     1       9      60      46.91     17.50
                        1342     1      10      60      54.87     17.40
                        1343     1      11      60      39.06     15.50
                        1344     1      12      60      27.49     14.00
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 23:37 Saturday, January 11, 1997  25

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1345     1      13      60       8.75      9.0
                        1346     1      14      60      23.07     13.5
                        1347     1      15      60      24.93     12.8
                        1348     1      16      60      17.02     12.0
                        1349     1      17      60      10.76     10.0
                        1350     1      18      60       9.20      9.5
                        1351     1       1      60     109.10     21.0
                        1352     1       2      60      84.84     19.0
                        1353     1       3      60      58.85     18.0
                        1354     1       4      60      46.75     16.5
                        1355     1       5      60      64.20     18.0
                        1356     1       6      60      51.61     17.0
                        1357     1       7      60      63.84     18.5
                        1358     1       8      60      82.62     20.0
                        1359     1       9      60      33.58     14.0
                        1360     1      10      60      42.10     15.5
                        1361     1      11      60      16.45     12.4
                        1362     1      12      60      34.38     14.0
                        1363     1      13      60      20.32     13.0
                        1364     1      14      60      23.48     13.0
                        1365     1      15      60      43.85     16.0
                        1366     1      16      60      17.19     13.5
                        1367     1      17      60      32.14     15.0
                        1368     1      18      60      12.78     11.0
                        1369     1       1      60      88.06     21.5
                        1370     1       2      60      75.80     19.5
                        1371     1       3      60      45.10     16.0
                        1372     1       4      60      35.40     16.0
                        1373     1       5      60      45.19     16.4
                        1374     1       6      60     102.50     20.0
                        1375     1       7      60      53.78     16.0
                        1376     1       8      60      40.36     16.0
                        1377     1       9      60      35.60     17.0
                        1378     1      10      60      33.84     15.0
                        1379     1      11      60      37.62     14.5
                        1380     1      12      60      53.23     16.5
                        1381     1      13      60      40.13     16.2
                        1382     1      14      60      34.51     14.5
                        1383     1      15      60      31.68     13.5
                        1384     1      16      60      26.90     13.7
                        1385     1      17      60      20.25     11.5
                        1386     1      18      60      15.91     11.5
                        1387     1       1      60      63.80     18.0
                        1388     1       2      60      32.85     14.5
                        1389     1       3      60      44.95     15.0
                        1390     1       4      60      41.42     14.5
                        1391     1       5      60      47.53     17.2
                        1392     1       6      60      84.92     19.2
                        1393     1       7      60      51.60     16.5
                        1394     1       8      60      39.28     14.5
                        1395     1       9      60      36.19     16.2
                        1396     1      10      60      25.87     14.0
                        1397     1      11      60      48.31     16.2
                        1398     1      12      60      46.14     16.0
                        1399     1      13      60      25.89     14.0
                        1400     1      14      60      33.83     14.3
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 23:37 Saturday, January 11, 1997  26

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1401     1      15      60      18.52     11.5
                        1402     1      16      60      15.34     10.5
                        1403     1      17      60      11.45      9.5
                        1404     1      18      60      18.13     11.5
                        1405     2       1      60      87.33     19.5
                        1406     2       2      60      57.23     17.3
                        1407     2       3      60      64.71     17.5
                        1408     2       4      60      74.63     19.4
                        1409     2       5      60      33.60     16.0
                        1410     2       6      60      78.18     19.0
                        1411     2       7      60      48.25     16.5
                        1412     2       8      60      68.78     17.5
                        1413     2       9      60      37.71     14.5
                        1414     2      10      60      37.77     14.7
                        1415     2      11      60      49.33     15.5
                        1416     2      12      60      47.02     15.5
                        1417     2      13      60      40.01     14.0
                        1418     2      14      60      42.46     16.2
                        1419     2      15      60      44.16     17.0
                        1420     2      16      60      25.23     15.3
                        1421     2      17      60      29.17     16.0
                        1422     2      18      60      43.21     15.0
                        1423     2       1      60      42.34     16.4
                        1424     2       2      60      60.95     17.5
                        1425     2       3      60      45.14     15.5
                        1426     2       4      60      56.37     17.0
                        1427     2       5      60      69.92     18.5
                        1428     2       6      60      93.98     21.0
                        1429     2       7      60      68.22     18.5
                        1430     2       8      60      55.85     17.5
                        1431     2       9      60      35.16     15.5
                        1432     2      10      60      40.83     16.0
                        1433     2      11      60      31.80     15.5
                        1434     2      12      60      19.51     13.0
                        1435     2      13      60      40.56     15.5
                        1436     2      14      60      35.11     15.5
                        1437     2      15      60      20.99     14.4
                        1438     2      16      60      17.19     11.6
                        1439     2      17      60      17.35     12.0
                        1440     2      18      60      11.68     10.5
                        1441     2       1      60      65.88     18.0
                        1442     2       2      60      41.26     16.0
                        1443     2       3      60      44.49     16.2
                        1444     2       4      60      63.96     18.3
                        1445     2       5      60      71.51     18.8
                        1446     2       6      60      40.99     15.5
                        1447     2       7      60      44.58     16.2
                        1448     2       8      60      36.99     15.2
                        1449     2       9      60      28.76     13.2
                        1450     2      10      60      37.40     14.5
                        1451     2      11      60      21.39     12.5
                        1452     2      12      60      22.71     12.5
                        1453     2      13      60       8.55      9.7
                        1454     2      14      60      18.20     11.5
                        1455     2      15      60       6.35      8.2
                        1456     2      16      60       9.30      9.8
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 23:37 Saturday, January 11, 1997  27

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1457     2      17      60      17.14     12.0
                        1458     2      18      60      11.87     10.7
                        1459     2       1      60      90.16     21.0
                        1460     2       2      60      51.29     16.7
                        1461     2       3      60     150.02     20.0
                        1462     2       4      60      85.99     19.3
                        1463     2       5      60      46.80     16.5
                        1464     2       6      60      51.93     16.5
                        1465     2       7      60      33.17     14.5
                        1466     2       8      60      35.01     14.3
                        1467     2       9      60      29.03     14.2
                        1468     2      10      60      41.63     15.0
                        1469     2      11      60      20.84     12.5
                        1470     2      12      60      17.47     11.0
                        1471     2      13      60      32.93     14.2
                        1472     2      14      60      22.10     13.2
                        1473     2      15      60      20.11     12.5
                        1474     2      16      60       9.91      9.5
                        1475     2      17      60      11.23     11.0
                        1476     2      18      60       7.83      8.0
                        1477     2       1      60      55.89     16.5
                        1478     2       2      60     105.63     20.0
                        1479     2       3      60      41.43     17.0
                        1480     2       4      60      99.24     21.0
                        1481     2       5      60      81.27     19.5
                        1482     2       6      60      57.30     16.5
                        1483     2       7      60      75.07     18.0
                        1484     2       8      60      57.28     17.5
                        1485     2       9      60      57.55     16.7
                        1486     2      10      60      44.47     16.4
                        1487     2      11      60      53.83     16.4
                        1488     2      12      60      53.63     16.6
                        1489     2      13      60      38.64     15.5
                        1490     2      14      60      52.30     16.5
                        1491     2      15      60      26.88     14.0
                        1492     2      16      60      30.21     13.7
                        1493     2      17      60      18.31     11.8
                        1494     2      18      60      11.01     10.5
                        1495     2       1      60      69.38     19.0
                        1496     2       2      60      33.41     14.3
                        1497     2       3      60      35.41     14.3
                        1498     2       4      60      48.36     15.5
                        1499     2       5      60      69.00     18.2
                        1500     2       6      60      46.27     16.7
                        1501     2       7      60      34.12     15.0
                        1502     2       8      60      32.35     14.5
                        1503     2       9      60      34.91     15.3
                        1504     2      10      60      32.17     14.7
                        1505     2      11      60      37.06     15.5
                        1506     2      12      60      32.47     13.2
                        1507     2      13      60      27.52     13.5
                        1508     2      14      60      26.54     13.0
                        1509     2      15      60      23.09     12.5
                        1510     2      16      60      30.02     17.0
                        1511     2      17      60      11.57     10.2
                        1512     2      18      60       8.38      9.4



146

The SAS System
   23:37 Saturday, January 11, 1997  28

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1513     3       1      60      60.80     18.2
                        1514     3       2      60      66.30     17.0
                        1515     3       3      60      52.76     16.0
                        1516     3       4      60      48.50     17.4
                        1517     3       5      60      46.62     15.5
                        1518     3       6      60      30.23     13.6
                        1519     3       7      60      41.41     17.0
                        1520     3       8      60      39.00     14.5
                        1521     3       9      60      41.27     17.0
                        1522     3      10      60      30.93     14.0
                        1523     3      11      60      29.19     14.5
                        1524     3      12      60      33.11     14.7
                        1525     3      13      60      30.08     14.6
                        1526     3      14      60      31.93     14.0
                        1527     3      15      60      33.47     14.3
                        1528     3      16      60      27.03     13.5
                        1529     3      17      60      11.78      9.8
                        1530     3      18      60      19.55     11.5
                        1531     3       1      60      35.46     14.5
                        1532     3       2      60      47.17     16.0
                        1533     3       3      60      55.38     15.4
                        1534     3       4      60      60.70     17.6
                        1535     3       5      60      31.76     14.5
                        1536     3       6      60      42.16     16.0
                        1537     3       7      60      23.22     12.5
                        1538     3       8      60      42.49     15.6
                        1539     3       9      60      34.14     14.2
                        1540     3      10      60      47.64     15.2
                        1541     3      11      60      31.26     13.4
                        1542     3      12      60      27.71     13.6
                        1543     3      13      60      12.74     11.0
                        1544     3      14      60      27.12     13.5
                        1545     3      15      60      23.18     12.7
                        1546     3      16      60      24.14     13.3
                        1547     3      17      60      22.30     13.2
                        1548     3      18      60       6.09      8.0
                        1549     3       1      60      46.36     16.5
                        1550     3       2      60     117.87     17.0
                        1551     3       3      60      78.48     19.5
                        1552     3       4      60      34.03     14.8
                        1553     3       5      60      55.80     17.5
                        1554     3       6      60      33.55     13.7
                        1555     3       7      60      57.63     17.0
                        1556     3       8      60      32.50     14.2
                        1557     3       9      60      36.91     14.5
                        1558     3      10      60      33.45     14.0
                        1559     3      11      60      26.20     13.2
                        1560     3      12      60      22.57     12.7
                        1561     3      13      60      19.88     11.5
                        1562     3      14      60      23.19     11.8
                        1563     3      15      60      37.28     14.7
                        1564     3      16      60       6.40      8.2
                        1565     3      17      60      21.59     12.5
                        1566     3      18      60       8.62      9.2
                        1567     3       1      60     106.60     20.8
                        1568     3       2      60      53.49     16.6



147

The SAS System
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

                        1569     3       3      60      73.36     18.0
                        1570     3       4      60      45.10     16.0
                        1571     3       5      60      52.68     15.7
                        1572     3       6      60      42.74     16.3
                        1573     3       7      60      39.58     15.0
                        1574     3       8      60      40.33     14.7
                        1575     3       9      60      37.25     14.2
                        1576     3      10      60      15.44     11.4
                        1577     3      11      60      37.38     14.9
                        1578     3      12      60      35.14     14.7
                        1579     3      13      60      21.05     11.4
                        1580     3      14      60      25.62     12.7
                        1581     3      15      60      15.42     10.5
                        1582     3      16      60      22.48     12.4
                        1583     3      17      60      12.79     10.5
                        1584     3      18      60       8.41      9.0
                        1585     3       1      60      75.75     18.5
                        1586     3       2      60      80.20     18.3
                        1587     3       3      60     101.01     19.7
                        1588     3       4      60      70.58     18.0
                        1589     3       5      60      73.84     17.8
                        1590     3       6      60      56.19     16.3
                        1591     3       7      60      39.23     15.0
                        1592     3       8      60      66.98     18.0
                        1593     3       9      60      51.38     16.0
                        1594     3      10      60      28.29     13.3
                        1595     3      11      60      40.01     16.0
                        1596     3      12      60      54.01     18.0
                        1597     3      13      60      46.70     15.5
                        1598     3      14      60      23.54     12.5
                        1599     3      15      60      37.11     14.5
                        1600     3      16      60      35.78     17.0
                        1601     3      17      60      29.31     13.5
                        1602     3      18      60      23.35     12.2
                        1603     3       1      60     100.45     20.5
                        1604     3       2      60      28.39     13.2
                        1605     3       3      60      12.39     10.5
                        1606     3       4      60      42.71     12.2
                        1607     3       5      60      70.74     19.5
                        1608     3       6      60     113.57     21.5
                        1609     3       7      60      34.44     14.2
                        1610     3       8      60      62.20     17.5
                        1611     3       9      60      95.72     20.5
                        1612     3      10      60      54.68     16.0
                        1613     3      11      60      40.00     15.5
                        1614     3      12      60      54.54     16.8
                        1615     3      13      60      63.50     18.0
                        1616     3      14      60      13.85     10.5
                        1617     3      15      60      18.38     12.0
                        1618     3      16      60      18.60     12.2
                        1619     3      17      60      12.55     10.5
                        1620     3      18      60       9.13      9.2
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The SAS System
03:01 Sunday, January 19, 1997   1

---------------------------------------- TIME=0 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

The SAS System
 03:01 Sunday, January 19, 1997   2

---------------------------------------- TIME=0 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2           6.45364136        3.22682068      1.69     0.1867

Error                  321         614.01274630        1.91281229

Corrected Total        323         620.46638765

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.010401              46.29964       1.38304457           2.98716049

Source                  DF            Type I SS       Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2           6.45364136        3.22682068      1.69     0.1867

Source                  DF            Type III SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2           6.45364136        3.22682068      1.69     0.1867
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The SAS System
    03:01 Sunday, January 19, 1997   3

--------------------------------------- TIME=0 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 1.912812

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .3703 .3898

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            3.1823    108  1
                                        A
                                        A            2.9258    108  2
                                        A
                                        A            2.8533    108  3

The SAS System
  03:01 Sunday, January 19, 1997   4

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324
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The SAS System
     03:01 Sunday, January 19, 1997   5

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF        Sum of Squares     Mean Square    F Value     Pr > F

Model                    2         15.86754136         7.93377068      1.55     0.2136

Error                  321       1641.67182037         5.11424243

Corrected Total        323       1657.53936173

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.009573             61.75857         2.26146909          3.66179012

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            15.86754136      7.93377068      1.55     0.2136

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2              15.86754136    7.93377068      1.55     0.2136

The SAS System
  03:01 Sunday, January 19, 1997   6

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 5.114242

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .6055 .6374

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            3.9719    108  3
                                        A
                                        A            3.5430    108  2
                                        A
                                        A            3.4705    108  1
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The SAS System
   03:01 Sunday, January 19, 1997   7

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

The SAS System
 03:01 Sunday, January 19, 1997   8

-------------------------------------- TIME=30 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2          30.59951173       15.29975586      0.51     0.6017

Error                  321        9653.43194352       30.07299671

Corrected Total        323        9684.03145525

                  R-Square                C.V.         Root MSE            WEIGHT Mean

                  0.003160             65.73626         5.48388518          8.34225309

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            30.59951173     15.29975586      0.51     0.6017

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            30.59951173     15.29975586      0.51     0.6017
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                                         The SAS System
      03:01 Sunday, January 19, 1997   9

---------------------------------------- TIME=30 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 30.073

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  1.468 1.546

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            8.6053    108  2
                                        A
                                        A            8.5104    108  1
                                        A
                                        A            7.9111    108  3

The SAS System
   03:01 Sunday, January 19, 1997  10

--------------------------------------- TIME=45 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324
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The SAS System
   03:01 Sunday, January 19, 1997  11

---------------------------------------- TIME=45 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2         1196.33006728     598.16503364      3.15     0.0442

Error                  321        60953.28614352     189.88562662

Corrected Total        323        62149.61621080

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.019249              63.63226      13.77989937          21.65552469

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            1196.3300672   598.16503364      3.15     0.0442

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            1196.33006728  598.16503364      3.15     0.0442

The SAS System
  03:01 Sunday, January 19, 1997  12

---------------------------------------- TIME=45 -------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 189.8856

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  3.689 3.884

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            24.369    108  1

                                        B            20.419    108  2
                                        B
                                        B            20.178    108  3
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The SAS System
  03:01 Sunday, January 19, 1997  13

--------------------------------------- TIME=60 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

The SAS System
  03:01 Sunday, January 19, 1997  14

--------------------------------------- TIME=60 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2         244.00681667      122.00340833      0.22     0.8014

Error                  321      176763.65908056      550.66560461

Corrected Total        323      177007.66589722

                  R-Square              C.V.             Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.001379             55.61593       23.46626525          42.19342593

Source                  DF              Type I SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2             244.006816    122.00340833      0.22     0.8014

Source                  DF              Type III SS   Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2             244.00681667  122.00340833      0.22     0.8014
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The SAS System
 03:01 Sunday, January 19, 1997  15

--------------------------------------- TIME=60 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 550.6656

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  6.283 6.614

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            42.901    108  1
                                        A
                                        A            42.708    108  2
                                        A
                                        A            40.971    108  3



156

The SAS System
  03:05 Sunday, January 19, 1997   2

--------------------------------------- TIME=0 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2           0.85851852        0.42925926      0.47     0.6236

Error                  321         291.35120370        0.90763615

Corrected Total        323         292.20972222

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.002938              15.57783        0.95269940          6.11574074

Source                  DF              Type I SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2               0.85851852    0.42925926      0.47     0.6236

Source                  DF              Type III SS   Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2               0.85851852    0.42925926      0.47     0.6236

The SAS System
03:05 Sunday, January 19, 1997   3

--------------------------------------- TIME=0 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 0.907636

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .2551 .2685

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            6.1806    108  2
                                        A
                                        A            6.1120    108  1
                                        A
                                        A            6.0546    108  3
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The SAS System
   03:05 Sunday, January 19, 1997   4

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

The SAS System
   03:05 Sunday, January 19, 1997   5

--------------------------------------- TIME=15 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2            2.04388889       1.02194444      0.62     0.5363

Error                  321          525.51833333       1.63712876

Corrected Total        323          527.56222222

                  R-Square               C.V.            Root MSE          LENGTH Mean

                  0.003874             19.17125        1.27950333           6.67407407

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2             2.04388889      1.02194444      0.62     0.5363

Source                  DF             Type II        Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2               2.04388889    1.02194444      0.62     0.5363
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The SAS System
   03:05 Sunday, January 19, 1997   6

-------------------------------------- TIME=15 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 1.637129

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .3426 .3606

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            6.7370    108  3
                                        A
                                        A            6.7231    108  1
                                        A
                                        A            6.5620    108  2

The SAS System
     03:05 Sunday, January 19, 1997   7

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324
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The SAS System
    03:05 Sunday, January 19, 1997   8

--------------------------------------- TIME=30 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2          0.63432099         0.31716049      0.10     0.9014

Error                  321        980.47342593         3.05443435

Corrected Total        323        981.10774691

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.000647              20.53352        1.74769401          8.51141975

Source                  DF              Type I SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2             0.63432099      0.31716049      0.10     0.9014

Source                  DF              Type III SS   Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2               0.63432099    0.31716049      0.10     0.9014

The SAS System
    03:05 Sunday, January 19, 1997   9

------------------------------------- TIME=30 ----------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 3.054434

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .4679 .4926

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            8.5713    108  1
                                        A
                                        A            8.4972    108  3
                                        A
                                        A            8.4657    108  2
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The SAS System
    03:05 Sunday, January 19, 1997  10

-------------------------------------- TIME=45 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

The SAS System
   03:05 Sunday, January 19, 1997  11

-------------------------------------- TIME=45 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF          Sum of Squares    Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2           89.21154321      44.60577160      6.77     0.0013

Error                  321         2115.92212963       6.59165772

Corrected Total        323         2205.13367284

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.040456               21.83721      2.56742239          11.75709877

Source                  DF             Type I SS      Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2            89.21154321     44.60577160      6.77     0.0013

Source                  DF             Type III SS    Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2              89.21154321   44.60577160      6.77     0.0013
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The SAS System
 03:05 Sunday, January 19, 1997  12

-------------------------------------- TIME=45 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 6.591658

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .6874 .7236

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A           12.4778    108  1

                                        B           11.5500    108  2
                                        B
                                        B           11.2435    108  3

The SAS System
  03:05 Sunday, January 19, 1997  13

--------------------------------------- TIME=60 --------------------------------------

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324
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The SAS System
  03:05 Sunday, January 19, 1997  14

-------------------------------------- TIME=60 ---------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

Source                  DF         Sum of Squares     Mean Square   F Value     Pr > F

Model                    2           24.12960741      12.06480370      1.51     0.2230

Error                  321         2568.69824815       8.00217523

Corrected Total        323         2592.82785556

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.009306              18.78523       2.82881163          15.05870370

Source                  DF              Type I SS     Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2              24.12960741   12.06480370      1.51     0.2230

Source                  DF              Type III SS   Mean Square   F Value     Pr > F

GR                       2              24.12960741   12.06480370      1.51     0.2230

The SAS System
 03:05 Sunday, January 19, 1997  15

------------------------------------- TIME=60 ----------------------------------------

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 8.002175

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .7574 .7973

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A           15.2928    108  1
                                        A
                                        A           15.2074    108  2
                                        A
                                        A           14.6759    108  3
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4. จ ํานวนปลาที่รอดชีวิตหลังเลี้ยงในกระชังครบ 60 วัน
The SAS System

23:57 Saturday, January 11, 1997   1

                                        OBS    A    DATA

                                          1    1     38
                                          2    1     39
                                          3    1     42
                                          4    1     28
                                          5    1     31
                                          6    1     33
                                          7    2     28
                                          8    2     37
                                          9    2     39
                                         10    2     29
                                         11    2     25
                                         12    2     41
                                         13    3     36
                                         14    3     40
                                         15    3     35
                                         16    3     30
                                         17    3     22
                                         18    3     21

The SAS System
 23:57 Saturday, January 11, 1997   2

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   A             3    1 2 3

                            Number of observations in data set = 18
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The SAS System
 23:57 Saturday, January 11, 1997   3

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: DATA

Source                  DF      Sum of Squares       Mean Square    F Value     Pr > F

Model                    2       61.00000000         30.50000000      0.69     0.5188

Error                   15      667.00000000         44.46666667

Corrected Total         17      728.00000000

        R-Square                   C.V.                Root MSE            DATA Mean

        0.083791                 20.20707              6.66833313          33.00000000

Source                  DF         Type I SS          Mean Square   F Value     Pr > F

A                        2         61.00000000        30.50000000      0.69     0.5188

Source                  DF         Type III SS        Mean Square   F Value     Pr > F

A                        2          61.00000000       30.50000000      0.69     0.5188

The SAS System
    23:57 Saturday, January 11, 1997   4

                                General Linear Models Procedure

                        Duncan's Multiple Range Test for variable: DATA

                NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not the
                        experimentwise error rate

                               Alpha= 0.05  df= 15  MSE= 44.46667

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  8.206 8.602

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  A

                                        A            35.167      6  1
                                        A
                                        A            33.167      6  2
                                        A
                                        A            30.667      6  3
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาว ทศพร  เรืองรักษลิขิต เกิดเมื่อวันที่ 20 ตุลาคม 2524 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
ในปการศึกษา 2541-2544 ศึกษาในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนาม
จันทร และในปการศึกษา 2545 ไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา
เทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ผลงานทางวิชาการ
ป 2547 น ําเสนอผลงานในงานการประชุมวิชาการประจํ าป พ.ศ. 2547 ของสมาคมเทคโนโลยี

ชีวภาพแหงประเทศไทย คร้ังที่ 16 เร่ือง นวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ : หนึง่ทางเลือก
เพื่อยกระดับสูครัวของโลก ในหัวขอ “แลกติกแอซิดแบคทีเรียที่ใชเปนโพรไบโอติก
ส ําหรับปลากะพงขาว Lates calcarifer”
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