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 ศึกษาการใช bronopol เพื่อปองกันการติดเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดํา (Penaeus 
monodon)วัยออน   ทดสอบการออกฤทธิ์ของ bronopol โดย 1) antimicrobial agar dilution 
susceptibility tests   2) ผลของน้ําทะเลตอประสิทธภิาพของ bronopol  ในการยับยั้งการเจรญิ
ของเชื้อวิบริโอ     3) ความเปนพิษเฉียบพลันและกึ่งเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน 
4) ความเปนพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของลกูกุงวยัออน และ 5) ประสิทธผิล
ของ bronopol ในการควบคุมเชือ้วิบริโอในกุงกุลาดําระยะ postlarva  การศึกษาพบวาความเขม
ขนต่ําสุดของ bronopol ที่สามารถยับยัง้เชื้อวิบริโอที่ใชทดสอบจํานวน 109 isolates (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) เมื่อทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมน้ํากลั่น คอื 2-32 µg/ml   
และเมื่อทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อที่ผสมน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt คือ 4-16 µg/ml    การศึกษา
พิษเฉียบพลันของ bronopol พบวาความเขมขนของ bronopol ทีท่ําใหกุงกุลาดําวยัออนระยะ 
protozoea II   postlarva 6  และ postlarva 18  ตายครึ่งหนึง่เมื่อแชยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (Lethal 
Concentration 50; LC50) เทากับ 2.9   16.44  และ 61.34  µg/ml  ตามลําดับ      การศึกษาความ
เปนพษิกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของลูกกุงวยัออนที่แชยา <6 µg/ml เปน
เวลา 24 ชั่วโมง   พบวา bronopol ที่ความเขมขน > 2 µg/ml  มีผลลดอัตราการเปลี่ยนระยะของลูก
กุง การศึกษาพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของลูกกุงในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt 
พบวา bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  (MIC50) และ 16 µg/ml (MIC90) มีผลทําให chaetoceros 
และ rotifer มีจํานวนลดลง แตไมมีผลตอจํานวน artemia เมื่อตรวจนับที่ 24 ชั่วโมง หลงัการแชยา     
การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol พบวา bronopol สามารถปองกันลกูกุงระยะ postlarva 
จากการติดเชื้อวิบริโอในน้าํทะเลที่ใชเลี้ยงกุง  
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The study is to conduct a protocol for the use of bronopol as a prophylactic 

treatment of epizootic vibriosis in larval stages of black tiger shrimp Penaeus monodon.  In 
vitro and in vivo activities of bronopol against clinical vibrio isolates were studied: 1) 
antimicrobial agar dilution susceptibility test, 2) effect of components in sea water on 
antimicrobial activity, 3) acute and subacute toxicity of bronopol when applied in shrimp 
larval and postlarval stages, 4) toxicity of bronopol to the essential planktons and 5) 
prophylactic use of bronopol to control vibrio infection in shrimp postlarval stage.  The 
observed Minimal Inhibitory Concentration (MIC) range for bronopol against 109 clinical 
vibrio isolates determined by antimicrobial agar dilution was 2-32 µg/ml on the test 
performed with Mueller Hinton Agar (MHA) dissolved in distilled water, and was 4-16 µg/ml 
with MHA dissolved in 30 ppt seawater.  Acute toxicity of bronopol evaluated by Probit 
Analysis indicated the 24-hr Median Lethal Concentrations (LC50) were 2.9, 16.44 and 61.34 
µg/ml for protozoea II, 6 days and 18 days postlarvae (PL).  Subacute toxicity of bronopol 
was studied in the morphological development of different larval stages exposed to 
sublethal concentrations of bronopol, < 6 µg/ml, for 24 hr.  Larvae exposed to >2 µg/ml 
bronopol presented lower metamorphosis, compared to the normal unexposed larvae.  
Bronopol at 8 µg/ml (MIC50) and 16 µg/ml (MIC90) in 30 ppt seawater showed no observed 
effect on artemia, while such treatment decreased the amount of chaetoceros and rotifer.  
The prophylactic use of bronopol tested in 30 ppt bioassay suggested the efficacy of 
bronopol to control vibrio infection in shrimp postlarvae.  
Department  Veterinary Medicine   Student’s signature      ……………………………… 
Field of Aquatic Animal Disease   Advisor’s signature      ……………………………… 
Academic year  2004     Co-advisor’s signature ……………………………... 
            Co-advisor’s signature …………………………....... 



 
    

กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธนีไ้ดรับความอนเุคราะหและเกือ้กูลทั้งจากคณาจารย  ผูเชี่ยวชาญ และ
บุคลากรหลายทาน  ขอขอบพระคุณ รศ.สพ.ญ.ดร.เจนนุช  วองธวชัชัย  อาจารยที่ปรึกษาวทิยา
นิพนธซึง่ใหทั้งความรู  ขอคดิ และสนับสนุนการทาํวทิยานพินธในครั้งนี้ตลอดกระบวนการ       ดร. 
วารินทร  ธนาสมหวัง ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม สําหรบัคําแนะนํา และความอนุเคราะหตลอดการ
ทดลอง     ผศ.สพ.ญ.ดร.มีนา   สาริกะภูติ  อาจารยทีป่รึกษาวทิยานิพนธรวม และ ดร.นารีรัตน  
วิเศษกุล  สําหรับคําแนะนาํอันเปนประโยชนทั้งในดานการทดลอง  การเขียนและการนาํเสนอวทิยา
นิพนธ     

รศ.น.สพ.ดร.จิรศักดิ์  ตั้งตรงไพโรจน และ รศ.สพ.ญ.รัตนาภรณ  พรหมาสา  ที่กรุณาตรวจ
สอบแกไขวิทยานพินธ   รศ.อัจฉรา  ธวัชสิน สําหรับคําแนะนาํทางดานสถิติ และอาจารยหนวยโรค
สัตวน้ํา ภาควชิาอายุรศาสตรทุกทานที่ใหคําแนะนํา    
 ทั้งนี้งานวิจัยสวนหนึง่ไดรับความอนุเคราะหจาก คุณพรทิพย ทองบอ   คุณออนส ี  วงคคํา     
คุณแกลบ  ทองจํารูญ   และเจาหนาทีโ่รงเพาะฟก ศูนยวิจยัและพัฒนาชายฝงสมุทรสาคร กรม
ประมง ทุกทาน ที่ใหความรู และชวยเหลอืในการทดลอง    ขอขอบคุณ คุณนวพรรษ  ภาคีพนัธุ     
คุณมาลินี  กิตกําธร     สพ.ญ.สุกัญญา  ผลิตกุล     สพ.ญ.ณิธาวัน  เจริญพร    และสพ.ญ.นุชนารถ 
ทิพยมงคลศิลป    รวมถึงครอบครัวของผูเขียนซึง่มีสวนทาํใหวทิยานพินธนี้สําเร็จดวยดี          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

สารบัญ 
                      หนา 
บทคัดยอภาษาไทย .....................................................................................................        ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ  ...............................................................................................        จ 
กิตติกรรมประกาศ  .....................................................................................................        ฉ 
สารบัญ   ....................................................................................................................        ช 
สารบัญตาราง  ……………………………………………………………………………...        ญ 
สารบัญภาพ  ………………………………………………………………………………..        ฏ 
 
บทที ่1   บทนาํ ……………………………………………………………………..……...    1 
             ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา …………………………………………    1 
             วัตถุประสงคของการศึกษา   ...........................................................................    2 
             ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  ……………………………………………………….     3 
บทที ่2   เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วของ  …………………………………………….........    4 
             1.  กุงกุลาดาํ  ................................................................................................    4 
                  1.1  การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํา  ............................................................    4 
                         1.1.1  วงจรชีวิตของกุงกลุาดํา  ...........................................................    4      
                         1.1.2  ระยะของลูกกุงกุลาดําและการจําแนก  ......................................    4 
                  1.2  แพลงกตอนที่ใชเปนอาหารลูกกุงวัยออน  .............................................    10 
              2.  Vibriosis ในกุงกุลาดาํ  .............................................................................    11 
                   2.1  ลักษณะทัว่ไปของเชื้อวบิริโอ  ……………………………………………    11 
                   2.2  การกอโรคของเชื้อวิบริโอในกุงกุลาดํา  ................................................    15 
                   2.3  การจัดการปญหาโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงกุลาดาํ  ……………………    17 
              3.  bronopol   ……………………………………………………………...........        19   
                   3.1  ลักษณะทัว่ไปและการออกฤทธิ ์ .........................................................         19 
                   3.2  ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตร  ...............................................................        20 
                   3.3  ขอมูลการศึกษาความเปนพิษ  …………………………………………..    21 
                   3.4  รายงานการใช bronopol ในการรักษาโรคในสัตวน้ํา  …………………..        26   
 
 
 



 
    

           หนา 
บทที ่3  วิธีการทดลอง  ……………………………………………………………………..    27        
            1.  การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ  ......................    27 

1.1 การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  bronopol  oxytetracycline และ    
enrofloxacin  ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอโดยวิธี antimicrobial agar dilution 
susceptibility tests  (Minimum Inhibitory Concentration; MIC)  …………    27 
1.2 การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ bronopol  oxytetracycline และ  
enrofloxacin ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ  (Minimum Inhibitory Concentration; MIC)  
ในน้าํทะเล ........................................................................................            32 
1.3 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ 

                  enrofloxacin ในการควบคุมเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt  ........    33 
1.4 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเชือ้วิบริโอใน 
สัตวทดลอง (in vivo)  ................................................................................    33 

            2.  การศึกษาความเปนพษิของ bronopol  ........................................................    34 
2.1 การศึกษาพิษเฉียบพลนัของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ  
bronopol ที่ทาํใหกุงกุลาดําวัยออนตายครึ่งหนึง่ ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal 
concentration 50; LC50)  ……………………………………………………..    34 
2.2 การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําวัยออน  ...    35 
2.3 การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกุลาดาํวัยออน  .....    36 
2.4 การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวัยออน ไดแก    

     chaetoceros   rotifer และ artemia …………………………………………..    36 
บทที ่4  ผลการทดลอง ................................................................................................      39 
            1.  การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ  ......................    39 
                 การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  bronopol  oxytetracycline และ  
                 enrofloxacin  ในการยบัยั้งเชือ้วิบริโอ  (Minimum Inhibitory Concentration;    
                 MIC)  ในน้ําจืด (ความเค็ม 0 ppt) และในน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt)  ..........    39 

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ 
                 enrofloxacin ในการควบคุมเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt  .........    46 

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเชือ้วิบริโอใน 
สัตวทดลอง (in vivo)  ................................................................................    48 

            



 
    

           หนา 
 2.  การศึกษาความเปนพษิของ bronopol  ........................................................     50 

การศึกษาพิษเฉียบพลนัของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ  
                 bronopol ที่ทาํใหกุงกุลาดาํวัยออนตายครึ่งหนึง่ ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal      
                 concentration 50; LC50)  ……………………………………………………..  50 

การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําวัยออน  ……...  54 
การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกุลาดาํวัยออน  ............      56 
การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวัยออน ไดแก   chaetoceros   
rotifer และ artemia  ...........................................................    57 

บทที ่5  อภิปรายผล  สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ  ……………………………….      62  
รายการอางองิ  ………………………………………………………………………….......      67 
ภาคผนวก   ................................................................................................................      72 
            ภาคผนวก 1   ผลการวิเคราะหคา MIC range   คา MIC50 และ MIC90 ดวย 
            โปรแกรม WHONET  ………………………………………………………………      73 
           ภาคผนวก  2   การจําแนกชนิดของเชื้อโดยการใชชุดทดสอบ API 20E  ………….  74 
           ภาคผนวก  3  แสดงการวเิคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ protozoeaII เมื่อแช  
           bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysis  …………………...      75 
           ภาคผนวก 4   แสดงการวเิคราะหคา LC50 ในลกูกุงระยะ postlarva 6 เมื่อแช  
           bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysis  …………………...      79 
           ภาคผนวก  5  แสดงการวิเคราะหคา LC50 ในลกูกุงระยะ postlarva 18 เมื่อแช  
           bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysis  …………………...      83 
           ภาคผนวก 6  ผลการตรวจวัดคา pH ในน้าํทะเลดวย pH meter  …………………       86 
           ภาคผนวก 7  ผลการตรวจคุณภาพน้าํระหวางการทดลองดวยชุดทดสอบ  ……….       87 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

สารบัญตาราง 
 

                    หนา 
 
ตารางที่ 1    การจําแนกชนิดของเชื้อวิบริโอตามคณุสมบัติทางกายภาพและชวีเคมี  ……….  13 
ตารางที่ 2     ข้ันตอนการเตรียมสารละลายยา bronopol  …………………………………...  29 
ตารางที่ 3     ข้ันตอนการเตรียมสารละลายยา oxytetracycline  ……………………………  30 
ตารางที่ 4    ข้ันตอนการเตรียมสารละลายยา enrofloxacin  ………………………………..  31 
ตารางที่ 5     แสดงคา MIC50    MIC90  และ ชวงคา MIC  ของยา bronopol   

       oxytetracycline และ bronopol เมื่อละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA  
      ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) และน้ําทะเล (ความเคม็ 30 ppt)  …. 40 

ตารางที่ 6    แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย 
      อาหารเลีย้งเชื้อ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และ 
      น้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt)  …………………………………………………….  41 

ตารางที่ 7    แสดงปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้ําระบบปดและการเปลี่ยนแปลงของ 
       ปริมาณเชื้อ แบคทีเรียหลังจากการใส  bronopol 8 และ 16 µg/ml   
        oxytetracycline  64 µg/ml  และ enrofloxacin 16 µg/ml  …………………… 46 

ตารางที่ 8    ปริมาณ total vibrio count จากลกูกุง postlarva 15 (x102 CFU/ตัว)   
                    และปริมาณ total  bacteria count จากน้าํทะเล (x102 CFU/ml)  ...................  49 
ตารางที่ 9    การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea II  

      แสดงอัตราการตายของลูกกุง เมื่อแชดวย bronopol  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ……   50 
ตารางที่ 10   การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันของ bronopol ตอลูกกุงระยะ  PL6  แสดง 
                    อัตราการตายของลูกกุงเมื่อแชดวย bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  …………...  51 
ตารางที่ 11  การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ  PL18  แสดง 

      อัตราการตายของลูกกุงเมื่อแชดวย bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  …………….  52 
ตารางที่ 12  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol   ตอลูกกุงระยะ  

protozoea  แสดงจํานวนลกูกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ       
protozoea III  เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง  .................................................... 54   

ตารางที่ 13  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol   ตอลูกกุงระยะ mysis   
                   แสดงจํานวนลกูกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II เมื่อตรวจ 

      ระยะที ่24 ชั่วโมง  ………………………………………………………………   55 



 
    

ตารางที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอ แพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํ 
       วัยออนแสดงการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ chaetoceros ในระบบปด  

                   หลังจากใส bronopol   ……………………………………………………………  57 
ตารางที ่15   การทดสอบผลของ bronopol ตอ แพลงกตอนทีเ่ปนอาหารของกุงกุลาดํา 

       วัยออนแสดงการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ rotifer ในระบบปด  
                   หลังจากใส bronopol   ……………………………………………………………  59 
ตารางที่ 16  การทดสอบผลของ bronopol ตอ แพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํ 

       วัยออนแสดงการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ artemia ในระบบปด  
                   หลังจากใส bronopol   ……………………………………………………………  60 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

สารบัญภาพ 
 
รูปที่ 1  แสดงวงจรชีวิตของกุงกุลาดํา  ……………………………………………………...       7 
รูปที่ 2  แสดงลักษณะของ nauplius  และ protozoea I – III  .........................................       8 
รูปที่ 3  แสดงลักษณะของ mysis I – III  และ postlarva  ………………………………..         9 
รูปที่ 4  สูตรโครงสรางของ bronopol  ……………………………………………………..        20 
รูปที่ 5   แสดงการนับจํานวน chaetoceros ดวย hemacytometer ……………………….      37 
รูปที่ 6  กราฟแสดงการกระจายของคา MIC ของยา bronopol   oxytetracycline และ  
            enrofloxacin ในน้ําจืด (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt)……...       45 
รูปที่ 7  กราฟแสดงปริมาณของเชือ้แบคทีเรีย (103CFU/ml) เมื่อใส bronopol 8 และ  
            16 µg/ml   oxytetracycline 64 µg/ml  และ enrofloxacin 16 µg/ml  ………….       47 
รูปที่ 8  การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุง  กราฟแสดงเสน 
            แนว โนมอัตราการตายของลูกกุงระยะ protozoea II  PL6 และ PL18 เมื่อแชดวย   
            bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  .........................................................................      53 
รูปที่ 9  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea           
            กราฟ แสดงจํานวนลูกกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจรญิเขาสูระยะ   
            protozoea III  เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง  ……………………………………….      54 
รูปที่ 10  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ mysis   
             กราฟแสดงจํานวนลูกกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II    
            เมื่อตรวจระยะที่ 24 ชั่วโมง  .............................................................................      55 
รูปที่ 11  ภาพทางจลุพยาธิกายวภิาคของเนื้อเยื่อ hepatopancreas และ เหงือกของลูกกุง 
              กลุมควบคุมการทดลอง และลูกกุงที่สัมผัส bronopol ความเขมขน 8 µg/ml   
              เปนเวลา 24 ชั่วโมง  .....................................................................................      56 
รูปที่ 12   การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน  
               กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงปรมิาณของ chaetoceros ในระบบปด หลังจากใส  
               bronopol  ………………………………………………………………………..     58 
รูปที่ 13   การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน  
               กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงปรมิาณของ rotifer  ในระบบปด หลงัจากใส  
               bronopol  ………………………………………………………………………..     59 
 

 



 
    

                              หนา 
รูปที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน  
               กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงปรมิาณของ artemia  ในระบบปด หลงัจากใส  
            bronopol  ………………………………………………………………………..    61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

กุงกุลาดําเปนสัตวน้ําที่มกีารเพาะเลีย้งกันอยางแพรหลายในประเทศไทย และเปนสนิคาสง
ออกที่มีราคาสูง โดยประเทศไทยเปนผูนําในการสงออกกุงกุลาดําและผลิตภัณฑไปยังตลาดโลกนํา
รายไดเขาสูประเทศประมาณปละ 100,000 ลานบาท (ธํามรงค, 2545)   การสูญเสียผลผลิตของกุง
กุลาดําในการเพาะเลี้ยงมีสาเหตุมากมาย   สาเหตหุนึง่ที่มีความสาํคัญและอาจกอใหเกิดการตาย
ของกุงในระหวางการเพาะเลี้ยงไดเปนจาํนวนมาก ไดแก การติดเชือ้แบคทีเรีย เชื้อแบคทีเรียทีม่ี
ความสาํคัญและพบไดบอย คือ เชื้อแบคทเีรียในสกุลวิบริโอ 
 โรคติดเชื้อวิบริโอเปนปญหาที่สําคัญในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํ  แมวาเชื้อวิบริโอจะเปนเชื้อ
แบคทีเรียทีพ่บไดปกติทั่วไปในน้าํ  และเปน opportunistic bacteria     ในประเทศไทยพบวาการ
เกิดโรคติดเชื้อวิบริโอ (vibriosis) เปนสาเหตุทีท่าํใหเกิดความสูญเสียของผลผลิตกุงอยางมากใน
ฟารม  โดยเชื้อวิบริโอนี้สามารถทาํใหเกดิการตายในกุงเพยีงเลก็นอยจนกระทัง่รุนแรงถึงขั้นมีอัตรา
การตาย 100% ในกุงทีม่ีภาวะเครียด  (Jiravanichpaisal et al., 1994, Jiravanichpaisal et al., 
1995)       เชื้อวิบริโอชนดิที่กอโรคสามารถเขาสูระบบเลือดของกุงโดยที่กุงไมแสดงอาการปวยให
เห็น  ทั้งนี้อาจเปนเพราะแบคทีเรียเหลานี้ไมไดเปนแบคทีเรียชนิดที่เปนตัวกอโรคอยางแทจริง  แตจัด
อยูในกลุมเชื้อ opportunistic pathogens  และกอใหเกิดโรคเมื่อกุงอยูในภาวะเครียดและออนแอลง  
(ลิลาและคณะ, 2540) 

กุงปวยทีม่ีการติดเชื้อวิบริโอพบวา มีอาการวายขึ้นมาบริเวณผิวน้าํหรือนอนนิง่บริเวณกน
บอ  กุงปวยสวนใหญพบวามี zoothamnium  สาหราย และเพรียงมาเกาะบริเวณเหงือกและเปลือก  
ลําไสวางเปลา  ตับและตับออนหดตัวมีสีเขม  ในกุงโตอาการที่พบจะรุนแรงนอยกวา  โดยมกัพบรอย
ถลอก รวมกับการเกิดสีน้าํตาลเขมตามขอบของ uropods, pleopods, pereiopods และแพนหาง  
ในบางครั้งอาจพบรอยโรคสขีาวหรือดําบรเิวณใตเปลือกและอาจพบ nodules สีดําขนาดเล็กใน
อวัยวะภายใน (Jiravanichpaisal et al., 1995) 

การควบคุมการติดเชื้อวิบริโอในฟารมทาํไดโดยการใชยาปฏิชีวนะและสารเคมีตางๆ เพื่อ
ฆาเชื้อแบคทีเรีย   ซึง่การใชยาปฏิชีวนะอยางไมถูกตองกอใหเกิดปญหาทั้งในดานการเลีย้งกุงและ
ความปลอดภยัตอผูบริโภค เชน เชื้อแบคทีเรียตานทานตอยา ทําใหการใชยาปฏิชีวนะไมไดผลและ
อาจทาํใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยาปฏิชวีนะชนิดอื่นได  และการตกคางของยา



 
    

ปฏิชีวนะในเนือ้เยื่อกุง (Gräslund et al., 2002)     นอกจากนี้ยงัมีการจํากัดชนิดของยาปฏิชีวนะที่
ใชสําหรับสัตวที่เปนอาหาร (food producing animal)     ทําใหเกษตรกรมีทางเลือกในการใชยา
นอยลง   ดังนั้นควรมีการศึกษาถึงยาตานจุลชีพที่ใชในการปองกนัหรือรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุง
กุลาดําที่มีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค 
 งานวิจยันี้ศึกษาประสทิธิผลและความเปนพิษของ bronopol ซึ่งเปนยาตานจลุชีพที่ไดรับ
การรับรองความปลอดภัยสาํหรับการใชภายนอกในสัตวน้าํที่เปนอาหาร (The European Agency 
for the Evaluation of Medicinal Products)  และเปนแนวทางการประเมินประสทิธิผลและความ
เปนพษิของยาใชภายนอกสาํหรับสัตวน้ํากอนการนาํมาใชในทางปฏิบตัิ 
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 
 
1.   ศึกษาประสิทธิผลของ  bronopol ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ 

1.1 หาความเขมขนของ bronopol ที่สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้วิบริโอในหอง 
ปฏิบัติการ  เปรียบเทียบประสิทธิผลของ bronopol กับยาปฏิชวีนะชนิด oxytetracycline  และ    
enrofloxacin  ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ 

1.2  ศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลของ bronopol  กับยา  oxytetracycline  และ    
enrofloxacin ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้วิบริโอ 

1.3  ศึกษาผลการใช  bronopol  ในการปองกันการติดเชื้อวิบริโอจากการทดลองในกุง
กุลาดําวัยออน 
 
2.   ศึกษาความเปนพิษของ bronopol 

2.1  หาความเขมขนของ bronopol  ที่ทําใหกุงกุลาดําวยัออน ตาย 50% ในเวลา 24 ชั่วโมง 
2.2  ศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําวัยออน 
2.3  ศึกษาผลของ bronopol  ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดําวัยออน   
 

 
 
 
 
 
 



 
    

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
1. สามารถประเมินความเหมาะสมในการนาํ bronopol มาใชเพื่อการควบคุมโรคติดเชื้อวิบริโอใน

ฟารมอนุบาลลูกกุง  จากการประมวลผลการศึกษาความเขมขนของ bronopol ที่สามารถยับยัง้
การเจริญของเชื้อวิบริโอ  ความเขมขนของยาทีท่ําใหสัตวทดลองตาย 50%   ผลของยาตอการ
เจริญเติบโตของลูกกุง ผลของยาตอแพลงกตอนทีเ่ปนอาหารของกุงกุลาดําวยัออน และการ
ทดลองใชยาควบคุมเชื้อวิบริโอในลูกกุง  

2. ทราบถงึผลของน้าํทะเลตอประสิทธิภาพของยา bronopol oxytetracycline  และenrofloxacin     
ในการออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 

3. การศึกษานี้สามารถเปนแบบอยางในการศึกษาการใชยาภายนอกชนดิอื่นๆเพื่อรักษาโรคติดเชื้อ
แบคทีเรียในกุงกุลาดาํได 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
1. กุงกลุาดํา 

 
1.1  การเจรญิเติบโตของกุงกลุาดํา 

 
1.1.1  วงจรชวีิตของกุงกุลาดํา 

 
 ตามธรรมชาตกิุงกุลาดําจะผสมพันธุและวางไขในทะเล  ไขกุงเปนไขจมและลูกกุงจะฟก
ออกจากไขภายใน 14 ชั่วโมง  nauplius ที่ออกจากไขวายน้าํเขาหาแสงขึน้มาบริเวณผวิน้าํ  ลูกกุง
ระยะวัยออนประกอบดวย 3 ระยะ โดยแยกจากลักษณะที่แตกตางกนั  ไดแก nauplius  protozoea 
(zoea) และระยะ mysis กอนจะเปลีย่นระยะ (metamorphosis) เปนระยะ postlarva  (รูปที ่ 1) 
อาหารของลกูกุงวยัออนเปลีย่นไปตามแตละระยะ  โดยในระยะ nauplius ชวงแรก  ลูกกุงไดรับ
อาหารจากไขแดงที่ติดมาตัง้แตเกิด  และเริ่มกิน phytoplankton และ zooplankton  จนในระยะ 
mysis ลูกกุงสามารถกินอาหารไดหลากหลายชนิดมากขึ้นรวมทัง้ artemia (brine shrimp)   จาก
นั้นลกูกุงเขาสูชายฝงโดยอาศัยกระแสน้ํา  เจริญเปน postlarva  และเขาสูระยะ juvenile  จากระยะ
นี้ลูกกุงออกทะเลอีกครั้งเขาสูระยะโตเต็มที่พรอมผสมพนัธุและวางไข (Treece and Yates, 1990) 
 

1.1.2  ระยะของลูกกุงกุลาดําวัยออนและการจําแนก  
 

1.1.2.1  ระยะ nauplius (รูปที่ 2) 
 ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหมๆ มีขนาดเล็ก มองดวยตาเปลาไมเหน็ รูปรางคอนขางกลม มี   
ระยางคสามคู  ระยางคคูแรกเจริญเปนหนวดคูส้ัน (first antenna) อยูดานบนสดุ ตอนปลายไมแยก
เปนแฉก ระยางคคูที ่2 เจริญเปนหนวดคูยาว (second antenna) และคูที่สามเจริญเปน mandible 
อยูต่ําลงมาตามลําดับ ระยางคทั้งสองคูนี้สวนปลายแยกเปนแฉก สวนหางตรงปลายมี furcal 
spine ประมาณขางละ 7 เสน และทางดานหนามจีุดสีดําซึ่งจะเจริญเปนตาระยะหลงั (บรรจง, 
2530) ระยะ nauplius ในกุงกุลาดํามทีั้งหมด 6 ระยะยอย  (ลอกคราบ 6 คร้ัง)  หลังจากฟกออก
จากไข nauplius เร่ิมวายน้ําชาๆ และเร็วขึ้นภายในครึ่งชั่วโมง  การวายน้าํของ nauplius เกิดจาก
การเคลื่อนที่ของระยางคทัง้หมด 3 คู  โดยมกีารหยุดพักเปนระยะ  ลูกกุงระยะนี้ชอบวายน้ําเขาหา



 
    

แสง (phototropic) ซึ่งการตอบสนองตอแสงอยางรวดเร็วของลูกกุงแสดงวาลกูกุงมีสุขภาพดี 
อาหารของลกูกุงระยะนี้คือ ไขแดง  ลูกกุงอยูในระยะนีป้ระมาณ 48 ชั่วโมง (36-51 ชั่วโมง) ที่
อุณหภูมิ 28 oC (Treece and Yates, 1990) ขนาดตัวยาวประมาณ  0.32 มิลลิเมตร (วีณะและ 
อหิงส, 2531) 
 

1.1.2.2  ระยะ protozoea หรือ zoea (รูปที่ 2) 
 ลูกกุงมลํีาตัวยาวมากขึน้ สวนหัวโตเหน็ไดชัด ลูกกุงจะคอยๆลอยตัวขึ้นสูผิวน้าํ และเริ่มกิน
อาหาร ระยะนี้ลูกกุงวายน้ําดวย first และ second antennae  เหมือนกับในชวง nauplius แตจะมี
สวนของ first และ second maxiliped ซึ่งเจริญดีแลวชวยดวย  จงัหวะในการวายน้าํชาลงและ
กระตุกนอยลง  ลูกกุงระยะ protozoea กินอาหารตลอดเวลา โดยสงัเกตไดวาลูกกุงที่ไดรับอาหาร
เพียงพอทางเดินอาหารจะมีการบีบตัวและเหน็สายของสิ่งขับถายเปนเสนยาว เมื่อลูกกุงอยูในชวง
ทายของระยะนี้สวนของลําตัวจะมีลักษณะงอมากขึ้น  ลูกกุงระยะ protozoea แบงเปน 3 ระยะยอย  
ใชเวลา  4 วัน มีการลอกคราบ 3 คร้ัง ไดแก  protozoea I  มีลักษณะลําตัวแบน เหน็ carapace ชัด
เจน  เหน็สวนตา  first และ second maxiliped  furcal process และ ทางเดินอาหาร ในระยะนี้ลูก
กุงมีลําตัวยาว 0.85 มิลลิเมตร   ระยะ protozoea II เร่ิมเห็นกานตา สวน rostrum ลักษณะเปนกรี
แหลมยืน่ไปขางหนาและงุมลงดานลางเลก็นอย และ supraorbital spines  สวนของทองเหน็การ
แบงเปนปลอง ขนาดตัวยาวประมาณ 1.77 มิลลิเมตร    และระยะ protozoea III  เปนปลองทองชัด
เจนยิง่ขึ้น  ม ี dorsal และ lateral spines   เห็นสวน uropods เปน 2 แฉก ขนบริเวณหางขางละ     
6 เสน ลําตัวยาว 1.8 มิลลิเมตร   ลูกกุงระยะ protozoea กิน phytoplankton เปนอาหาร โดย 
protozoea I และ II  สามารถกิน phytoplankton ขนาด 3-5 และ 5-10 ไมครอนไดตามลําดับ  เมื่อ
เขาระยะ protozoea III  สามารถกินไดหลายชนิดมากขึ้น (Treece and Yates, 1990; บรรจง, 
2530) ลูกกุงในระยะนี้ไมชอบแสงเขม ดังนั้นควรมีฝาปด เพราะเมื่อไดรับแสงเขมเกินไปมักมีอาการ
ตัวบิดงอ ออนแอ และจมสูพืน้ตายในที่สุด (วีณะและอหงิส, 2531) 
 

1.1.2.3  ระยะ mysis (รูปที่ 3) 
 ในระยะ mysis สวนของ antennae ลดขนาดลง  ลูกกุงวายน้าํดวย periopods และมี 
maxillipeds  3 คู ชวยเหลือ  สวนของลําตวังอมากขึ้น  สวนหัวจะอยูต่ําลง  มกีารเคลื่อนที่ถอยหลัง  
ไวตอแสงลดลง  ระยะ mysis I รูปรางเหมือนกุงตวัเต็มวยัมากขึ้น  สวน periopods เจริญดีข้ึน  
สวน first และ second antennae ลดขนาดลง  uropods พัฒนาดีข้ึน  เห็นสวน primodial 
pleopod buds ขนาดยาว 2.64 – 3.4 มิลลิเมตร  ระยะ mysis II เห็นสวน unsegmented 
pleopod buds  ขนาดยาว 2.99-3.9 มิลลิเมตร และระยะ mysis III สวนของ pleopods พัฒนา



 
    

มากขึ้นและแบงเปนขอปลอง ขนาดยาว 3.70-4.52 มิลลิเมตร ระยะ mysis แตละระยะยอยลูกกุง
ใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง (3-4 วัน ลอกคราบ 3 คร้ัง) อาหารของลูกกุงระยะนี ้ คอื 
phytoplankton และกิน artemia ได (Treece and Yates, 1990) 
 

1.1.2.4  ระยะ postlarva (รูปที่ 3) 
 ระยะนี้ลูกกุงจะมีตัวยาวประมาณ 5.56 มิลลิเมตร ขาสําหรับเดินสามคูแรกมีลักษณะเปน
กามมองเห็นชดั คูแรกสั้นและคูที่สามยาวที่สุด หางจะแคบเขาจนแหลม ลูกกุงในระยะนี้เร่ิมมรีะ
ยางคครบเหมอืนกุงเต็มวัย กุงจะวิวฒันาการไปเรื่อยๆจนเขาสูกุงวยัรุน กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 
30 วัน มีความยาวประมาณ 1.5-2 เซนติเมตร หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม ในธรรมชาติลูกกุง
ระยะนี้อาศัยอยูบริเวณปาชายเลนหรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน  จนเขาสูระยะกุงวัยรุน 
เมื่ออายุไดประมาณหกเดือนกุงจะเดินทางสูทะเลเพื่อผสมพันธุตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

       
 

รูปที่ 1  แสดงวงจรชีวิตของกุงกุลาดํา  (Treece and Yates, 1990) 
 

 กุงกุลาดําวางไขในทะเล ลูกกุงฟกออกจากไขภายใน 14 ชั่วโมง เรียกลูกกุงวยัออนระยะ
แรกนี้วา nauplius ลูกกุงอยูในระยะนี้ มกีารลอกคราบ 6 คร้ัง ในเวลาประมาณ 36-51 ชั่วโมงแลว
เขาสูระยะ protozoea โดยใชเวลาในระยะ protozoea ประมาณ 4 วัน ลอกคราบ 3 คร้ัง  กอนเขาสู
ระยะ mysis โดยอยูในระยะ mysis 3-4 วนั ลอกคราบ 3 คร้ัง    เขาสูชายฝงเจริญเปนลกูกุงระยะ 
postlarva  ประมาณ 3-4 เดือน จนเขาสูระยะ juvenile  จากนัน้กุงจะออกจากชายฝงเจริญเขาสู
ระยะโตเต็มวยัในทะเล 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

  

รูปที่ 2  แสดงลักษณะของ na
(1) ระยะ nauplius 
(2) ระยะ protozoea I    :    ลูกศรแส
(3) ระยะ protozoea II   :   eye stal

     suprao
(4) ระยะ protozoea III   :   biramou

     abdom
 

 
 
 
 
 

(1)
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
uplius  และ protozoea I – III  (Treece and

ดงสวนของตา 
k (ลูกศร 1) ;  rostrum (ลูกศร 2) ;   
rbital forked spines (ลูกศร 3) 
s uropods  (ลูกศร 1) ;  dorsal และ latera

onal somite (ลูกศร 2)  
(2)
 
(3)
 (4)
 Yates, 1990) 

l spines บริเวณ    



 
    

 
 

 
 

 
 
 
 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3    แสดงล
(1)  ระยะ mysis I    :   รูป
(2)  ระยะ mysis II   :   ม
(3)  ระยะ mysis III  :   ส
(4)   ระยะ postlarva  I (
  

 
 
 
 
 
 
 

(1)
(3) 

 

ักษณะของ mysis I – III  และ postlarva  (Treece and Yates,
รางมีลักษณะเหมือนกุงมากขึ้น ตัวงอ 
ีการพัฒนาของ pleopod buds แตยังไมมีการแบงเปนปลอง (ล
วน pleopods ยาวมากขึ้น และแบงเปนปลอง (ลูกศร) 
PL1)  :   สวน swimming setae บน pleopods (ลูกศร) 
(2)
(4)
 1990) 

ูกศร) 



 
    

1.2  แพลงกตอนที่ใชเปนอาหารลูกกุงวัยออน  
 
 แพลงกตอนพชืที่ใชในการเลีย้งลูกกุงมหีลายชนิด  เชน Skeletonema costatum  เปน   

ไดอะตอมที่มผูีนิยมเลีย้งมากชนิดหนึง่เนื่องจากเลี้ยงงายและลูกกุงกินไดงาย เพราะเปนไดอะตอมที่
มีเซลลเรียงตอกันเปนลูกโซ ขนาดของเซลลตั้งแต 4 ไมครอน  skeletonema เปนไดอะตอมทะเลที่
อยูไดในชวงอณุหภูมิกวาง เติบโตไดในอุณหภูมิน้าํ 3-34 oC  ชวงความเค็ม 15-34 สวนในพนั  แต
ความเค็มที่เหมาะสมคือ 25-29 สวนในพัน ความเขมแสงเปนปจจัยสําคัญในการเจริญเติบโต 

 การนาํ skeletonema มาใหกุงกนิ  ควรกรองเอาเศษผงหรือส่ิงสกปรกที่เจอืปนออกกอน  
ใชผากรองแพลงกตอนขนาดตา 20 ไมครอน มาทําเปนถงุกรอง  เมือ่ปลอยน้ําทิง้แลวใหนาํ 
skeletonema ในถงุกรองผสมกับน้าํทะเลที่สะอาด แลวจึงตักใหลูกกุงกนิ skeletonema ที่ผานถุง
กรองนี้สามารถเก็บไวไดนาน 12 ชั่วโมงเทานั้น ฉะนัน้ตองใหอากาศดวย  ขอระวังคือ skeletonema 
ที่กรองไดมีความเขมขนมากดังนัน้เวลาตักใหลูกกุงกนิควรใหทีละนอย โดยตรวจดูจากสีน้าํในถงั
เลี้ยงลูกกุงหรอืสองดูดวยกลองจุลทรรศน    กรณีตองการนํา skeletonema เลี้ยงลูกกุงระยะ 
nauplius สุดทายที่กาํลังเขาระยะ zoea   ลูกกุงตองการไดอะตอมประมาณไมนอยกวา 6000 เซลล
ตอมิลลิลิตร  เนื่องจากลูกกุงตองการอาหารจากไดอะตอมไปสรางเปลือก ดังนัน้ถาปริมาณ           
ไดอะตอมไมพอ  กรีจะมีลักษณะผิดปกติ เชน กรีโคงงอ เปนตน  ดังนัน้ปริมาณไดอะตอมจึงควรอยู
ระหวาง 80000-100000 เซลลตอมิลลิลิตร  หรือสีของน้ําจะมสีีน้ําตาลออนๆ  และควรรักษาระดับ
ปริมาณใหอยูในชวงดังกลาวจนลกูกุงเขาระยะ postlarva 15 (ลัดดา, 2540) 

 chaetoceros เปนไดอะตอมที่นยิมเลีย้งอยางแพรหลายเนื่องจากหาหวัเชื้อไดสะดวกและ
เมื่อเจริญเต็มที่แลวจะยังคงอยูไดระยะหนึง่โดยที่ไมตายและตกตะกอนทนัทเีหมือนกับสาหรายชนิด
อ่ืน chaetoceros มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยวๆ มีปริมาตรเซลลประมาณ 30-50 ลูกบาศกไมครอน  
โดยขนาดจะเปลี่ยนไปตามสภาพแวดลอม    chaetoceros  มีความทนทานตออุณหภูมิสูงๆไดดี  
โดยอุณหภูมิสูงสุดไมควรเกนิ 37oC   แตอัตราการเจริญเติบโตดีที่สุดอยูในชวง 20-30 oC   ความ
เค็มต่ําสุดคือ 6 สวนในพัน  ความเค็มแมจะสูงถงึ 50 สวนในพันก็ยังคงเติบโตไดดี  ชวงความเค็มที่
เหมาะสม คือ 17-25 สวนในพนั  การเกบ็เกี่ยว chaetoceros เพื่อนาํไปเลี้ยงลกูกุง ควรกรองเอา
เศษผงและสิ่งสกปรกออกเสยีกอนแลวจึงนําน้ําสวนที่กรองไดไปใหลูกกุงกิน  (ลัดดา, 2540) 

 นอกจากนีย้ังมี Chlorella sp. และ Tetraselmis chuii ซึ่งเปนแพลงกตอนพืชที่สามารถใช
เปนอาหารลูกกุงวยัออนได 

 แพลงกตอนสัตวเปนอาหารมีชีวิตทีน่ิยมเพาะเลีย้งเพื่อการอนุบาลสัตวน้ําวัยออนขนาดที่
ตอจากการอนบุาลดวยแพลงกตอนพืช  rotifer เปนอาหารที่เหมาะสมสําหรับลูกกุงระยะ mysis  
ขอดีของ rotifer เพื่ออนุบาลลกูสัตวน้ํา คือ มีขนาดเล็กโดยขึ้นกบัสายพนัธุและระยะของการเจริญ



 
    

เติบโต  มีคุณคาอาหารสูง  เคลื่อนไหวชา  สามารถเลีย้งไดปริมาณมาก แพรพนัธุไดรวดเร็ว และ
เปนตัวนําที่ดขีองอาหารเสริมและยา   (ลัดดา, 2540) 

 artemia (brine shrimp) หรือไรสีน้ําตาล หรือไรน้ําเค็ม เปนสัตวพวก crustacean มีความ
สําคัญตอการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา  โดยเปนแพลงกตอนน้าํเค็มที่สามารถปรับตัวมีชีวิตอยูไดในชวง
ความเค็มกวางมาก คือ ระหวาง 3-240 สวนในพัน  artemia ไมมีเปลือกแข็งหุมลําตัวทําใหตัวออน
นุม จงึไมมีระบบปองกนัตัวเองจากสัตวน้าํที่เปนศัตรู  โดยเหตุทีพ่บ artemia ตามธรรมชาติที่ความ
เค็มสูง ทําใหสัตวน้ําที่เปนศัตรูของ artemia ไมสามารถมีชีวิตอยูได   โดย artemia มีคณุสมบัติ
เหมาะสมหลายประการตอการใชเปนอาหารสัตวน้าํ  คือ  เปนอาหารธรรมชาตทิี่สามารถใชเปน
อาหารสัตวน้าํไดโดยตรง และยังสามารถแปรรูปไดดี เชน frozen artemia    spray-dried artemia  
artemia flake  หรือใชเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตอาหารสําเร็จรูปโปรตีนสูงสาํหรับใชในการเพาะเลีย้ง
สัตวน้ํา  ตัวออนของ artemia ถูกหอหุมดวยเปลือกสีน้ําตาลซึ่งรูจักกนัทัว่ไปวา “ไข artemia” 
(artemia cysts) สามารถเกบ็รักษาใหคงสภาพมีชวีิตอยูไดนานเปนเวลาหลายป เมือ่ตองการใช นํา
ไปเพาะฟกในระยะเวลาสั้นๆก็จะไดตัวออนของ artemia สําหรับเปนอาหารสัตวน้ํา  artemia มี
ขนาดเหมาะสมตอการอนุบาลลูกสัตวน้ําและมีคุณคาทางอาหารสูง (ลัดดา, 2540) 

 
2. Vibriosis ในกุงกลุาดํา 

 
2.1 ลักษณะทัว่ไปของเชื้อวิบริโอ 
 
เชื้อแบคทีเรียสกุลวิบริโอเปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ  ผลทดสอบ oxidase เปนบวก (ยกเวน   

2 ชนิด)  ลักษณะเปนรูปแทงหรือเปนแทงโคง  สามารถเจริญไดทั้งในภาวะที่มหีรือไมมีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) (Elliot et al., 1992) ใชเอนไซม catalase และ oxidase   ใชน้ําตาลไดโดย
ผานกระบวนการหมกัและกระบวนการหายใจ  เปนแบคทีเรียชนิดไชโครโทรปส  คือ เจริญไดที่
อุณหภูมิปานกลาง แตที่อุณหภูมิต่ําก็สามารถเจริญได (สุมณฑา, 2545)  เชื้อวิบริโอเจริญไดใน
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด blood agar และใน selective media    Thiosulfate citrate bile salts 
sucrose (TCBS) เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการจําแนกเชื้อวิบริโอ  อาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS 
ประกอบดวย sucrose  oxgall  sodium cholate  bromthymol blue และ thymol blue indicators  
มีคุณสมบัติเปนดาง pH เทากับ 8.6  ซึง่ชวยในการเจริญเติบโตของวิบริโอ  คา pH ที่สูง  oxgall  
และ cholate  ชวยในการยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก  และเชื้อ bacilli  lactose-
fermenting แกรมลบ   การ fermentation ของ sucrose ใชในการแยกเชื้อวิบริโอ เชน V. cholerae 
มีคุณสมบัติ sucrose fermentative เปนบวก และ V. parahaemolyticus เปนลบ  (Delost, 1997)  



 
    

คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชือ้วิบริโอแสดงดังตารางที่ 1   เชื้อวบิริโอหลายชนดิทําใหเกิดโรคใน
มนุษยและเปนสาเหตุของ food borne disease     เชื้อวิบริโอ (ยกเวน V. cholerae และ V. 
mimicus) ตองการ sodium chloride ในการเจริญเติบโต จึงเรียกเชื้อในกลุมนีว้า “halophilic”  
(Elliot et al., 1992)  

แบคทีเรียจําพวกวิบริโอมีอยางนอย 28 species โดยมี 5 species ที่ทําใหเกิดโรคอาหาร
เปนพษิโดยแบคทีเรียในกลุมอาศัยอยูในน้ําทะเลและปนเปอนกับอาหารทะเล ไดแก     
V. parahaemolyticus V. cholera  V. vulnificus V. alginolyticus  โดยเชื้อ V. parahaemolyticus  
เปนเชื้อแบคทเีรียที่อาศัยอยูในน้าํบริเวณชายฝงทะเลปด  การตรวจพบเชื้อชนิดนี้ข้ึนอยูกับอุณหภูมิ
ของน้ําทะเล คือ ถาอุณหภมูิของน้าํทะเลต่ํากวา 15 oC มักตรวจไมพบเชื้อนี ้  แมวาแบคทเีรียจะมี
ชีวิตอยูในดนิตะกอนกนทะเลที่ไมลึกมากนักก็ตาม  เพราะแบคทีเรียไมทนตอสภาวะที่มีความกดของ
อากาศต่ํา ซึ่งเปนสภาวะของกนทะเล ณ ระดับที่มีความลึกมากๆในน้ําทะเล   พบวาแบคทีเรียชอบที่
จะอาศัยอยูกบัสัตวน้ําจําพวก crustacean เชน กุง  กัง้  ปู  มากกวาสัตวทะเลชนิดอื่นๆ      
 V. cholera    เปนเชื้อที่เปนสาเหตุของอหิวาตกโรค  โดยแบคทีเรียนีอ้าศัยอยูในน้ําสกปรกและปน
เปอนในอาหาร  V. vulnificus อาศัยอยูในน้ําทะเลและอาหารทะเล โดยเฉพาะหอยที่เลีย้งในบริเวณ
ซึ่งมีอินทรียวตัถุปนเปอนอยูสูง  หรือใกลน้ําทะเลที่มนี้ําเสียซึ่งไมผานการบําบัด หรือบําบัดไมถูกตอง  
สวนมากแยกไดจากหอยชนดิตางๆมากกวาจากกุง กัง้และปู   เชื้อ V. alginolyticus และ              
V. hollisae  เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในน้าํทะเล ทําลายเนือ้เยื่อและทําใหหูอักเสบ พบ                  
V. alginolyticus ในตัวอยางสัตวทีม่ีกระดกูสันหลังและในตะกอนดินมากกวาในน้าํทะเล นอกจากนี้
ยังพบในหอย อัตราการพบขึ้นอยูกับอุณหภูมิของน้าํทะเล  ถาน้าํทะเลอุนจะพบเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้
สูง (สุมณฑา, 2545)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

ตารางที่ 1    การจาํแนกชนิดของเชื้อวิบริโอตามคณุสมบัติทางกายภาพและชวีเคม*ี 
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Colony on TCBS Yellow Yellow Green Yellow Green / Yellow 2 Green Green / Yellow • 
Growth at 42ºC + + - v v + + 
Gram stain Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
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Motility + + + + + + + 
Decarboxylation of  
-  arginine 
-  lysine 
-  ornithine 

 
- 
+ 

d1 / +2 

 
- 
+ 

d1 / +2 

 
+ 

d1 / v2 

- 

 
+ 
- 
- 

 
- 
+ 
+ 

 
- 
+ 

d1 / +2 

 
- 
+ 

v1 / +2 

Citrate utilization d d - - nd d d 
H2S production - - - - - - - 
Nitrate reduction + + + + + + + 
Voges-Proskauer + +1 / v2 + - - - - 
Growth in NaCl  
     -  0% 
     -  3%  
     -  6% 
     -  8%  
     -  10% 

 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 

d1 / -2 
- 
- 

 
- 
+ 

d1 / v2 
- 
- 

 
- 
+ 

d1 / +2 

v 
- 

 
- 
+ 
+ 
v 
v 

 
- 
+ 

d1 / +2 
+ 
- 

 
- 
+ 
+ 
- 
- 

Acid production from 
 -  salicin 
 -  lactose 
 -  arabinose 
 -  sucrose 
 -  sorbitol 
 -  mannitol 
 -  mannose 
 -  D-Cellobiose 

 
d 
- 
- 

d1 / +2 
- 
+ 
+ 
- 

 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
- 

 
- 
- 

-1 / +2 
- 
- 

-1 / +2 
+ 
+ 

 
d 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

 
nd 
V 
- 
v 

nd 
+ 
+ 
nd 

 
- 
- 

d1 / +2 
- 
- 
+ 
+ 
v 

 
+ 
+ 
- 
- 
- 

d1 / v2 
+ 
+ 

Synthesis indole + + - d nd + + 
Synthesis urease - - + - v -1 / v2 - 
Synthesis gelatinase + + - + + + + 
ONPG - + - + V - + 
Susceptible to 
 - 10 µg/kg O/ 129 
 - 150 µg/kg O/ 129 

 
R 
S 

 
S 
S 

 
S 
S 

 
R 
S 

 
R 
S 

 
R 
S 

 
S 
S 

 



 
    

ตารางที่ 1 (ตอ)  การจาํแนกชนิดของเชื้อวิบริโอตามคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคม*ี 
  
 
* รวบรวมโดย เจนนุช  (2546)     
  
+ = 85-100% ที่ใหผลบวก  
d = 16-80% ที่ใหผลบวก 
-  = 0-15% ที่ใหผลบวก 
v  = ผลแปรผัน 
• = โคโลนีของเชื้อสวนใหญมีสีเขียว 
1 = อางจาก Forbes et al. (1998) และ Barrow and Feltham (1993) และ Wachsmuth et al. (1980) 
2 = อางจาก Elliot et al. (1992) 
S = มีความไวรับ 
R = มีความตานทาน 
nd = no data 
ONPG = O-nitro-beta-D-galactopyranoside hydrolysis by beta-galactosidase 
O/129 = Vibrio static agent : 2,4-diamino-6,7-di-isopropyl pterdine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

2.2  การกอโรคของเชื้อวบิริโอในกุงกลุาดํา 
 

เชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในกุงกุลาดํามีหลายกลุม แตมี 2 กลุมทีม่ีผลทําใหเกิดความ 
สูญเสียมาก คือ กลุม filamentous bacteria และ วิบริโอ  โดยเชื้อวิบริโอทาํใหเกิดโรครุนแรงกวา
และมีอัตราการตายสูง เนื่องจาก filamentous bacteria กอโรคโดยไปเกาะบริเวณเปลือกนอกของ
กุง (fouling) ทําใหกุงเจริญเติบโตชาและลอกคราบไมได ขณะที่เชื้อวิบริโอกอโรคไดทั้งแบบ 
external หรือ internal infection  (Lavilla-Pigoto, 1995)  เชื้อวิบริโอเปนเชื้อแบคทีเรียชนิดทีพ่บได
ในกุงกุลาดํา  เปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic  pathogen) อัตราการตายของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อ
แตกตางกนัไป ตั้งแตเล็กนอยจนถงึ 100%  ในกุงที่อยูในสภาวะเครียด (Jiravanichpaisal et  al., 
1994)   โดยอุณหภูมิมีผลตออุบัติการณและชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่พบ มีการศึกษาในกุงที่โตชา 
พบวามีปริมาณของเชื้อแอโรโมนาสและวบิริโอมาก   เชื้อวิบริโอทีพ่บวาทําใหเกิด septicemia ใน
สัตวจําพวก crustacean ไดแก V. parahaemolyticus  V. alginolyticus  และ V. anguillarum  
(Eduardo et al., 1998)     เชื้อวิบริโอทีพ่บวาทําใหเกิดโรคในกุงกุลาดําที่เพาะเลีย้งในเอเชยี ไดแก   
V. alginolyticus V. anguillarum  V. cholera (non-01)  V. damsela  V. fluvialis  V. harveyi  
V. neresis  V. parahaemolyticus  V. splendicus  V. tubiashii  V. vulnificus  Vibrio spp.  
(Lavilla-Pigoto, 1995)  และการศึกษาของณิธาวนัและคณะ (2546) ซึ่งแยกเชื้อวิบริโอจากกุง
กุลาดําปวยในเขตการเลี้ยงแถบตางๆของประเทศไทย  ไดแก V. alginolyticus  V. cholera  
 V. damsela   V. fluvialis  V. harveyi   V. parahaemolyticus  V. vulnificus   
 การศึกษาชนดิของเชื้อวิบริโอในกุงกุลาดําโดยเก็บตัวอยางกุงปวยมาเพาะเชื้อจาก 
hepatopancreas และ hemolymph  พบวาเชื้อวิบริโอทีแ่ยกไดสวนใหญประกอบดวย      
 V. parahaemolyticus  V. alginolyticus   V. vulnificus  V. damsela  V.  anguillarum  V. 
fluvialis  และ V. harveyi   (Jiravanichpaisal et al. , 1995) โดยพบการติดเชื้อทัง้แบบชนิดเดียว
หรือแบบ mixed infection จากเชื้อวบิริโอ 2 ชนิด  อาการของกุงปวยทีพ่บไดแก ไมมีแรงวายน้ํา 
โดยเกาะบริเวณผิวน้ํา หรือจมลงกนบอ ไมมีการดีดตัวหนีเมื่อมส่ิีงรบกวน  กุงสวนใหญมี 
zoothamnium   สาหราย หรือเพรยีงเกาะบริเวณเหงือกและเปลอืก  ทางเดนิอาหารวางเปลา  
hepatopancreas มีขนาดเล็กลง  ความรุนแรงของโรคในกุงโตพบอาการนอยกวาแตมักพบวามี
การกรอนของขอบ uropods  pleopods  periopods และ telson เปนสนี้ําตาล   มักพบรอยโรคสี
ขาวหรือดําบรเิวณเปลือก  อวัยวะภายในเกิด nodule สีดํา  การตรวจทางจุลพยาธิวทิยาพบวา การ
ติดเชื้อแบบ mild infection  ใน hepatopancreas tubule มีเชื้อแบคทีเรียและมกีารลอกหลุดของ 
necrotic hepatopancreatic cells ใน lumen  รวมกับ haemolytic infiltration ใน interstitial 
haemal sinuses  สําหรับกุงที่ติดเชื้อรุนแรงพบเชื้อแบคทีเรียปริมาณมากภายใน tubular lumen  



 
    

รวมกับการเกดิ hepatopancreatic tubular necrosis    basal lamina ของ tubule ที่มีเชื้อ
แบคทีเรียมีลักษณะหนาตัวขึน้เนื่องจากการสราง collagenous fibers และพบเซลลที่ม ี nucleus 
ลักษณะ spindle-shaped อยูใน collgenous fiber  และมี hemocyte มาลอมรอบบริเวณ tubule  
ทําใหเกิดเปนรอยโรคแบบ granulomatous  ซึ่งบริเวณ interstitial tissue เกิด edema  enlarged 
sinuses  มีการสะสมของ eosinophilic granules และ amorphous matter  มี infiltrated 
hemocyte รวมกับ semi granular และ granular cells   hemocyte ซึ่งสวนใหญเปน 
semigranular จะมารวมตัวกันเปนผนงัลอมรอบ tubules ที่มี bacteria เขามา   กรณีที่เปน old 
granulomatous พบวาม ี melanization และไมพบเชือ้แบคทีเรีย  interstitial tissue รอบกอน 
granulomatous ขยายออกมากขึ้น  มีการสราง granulation tissue ซึ่งประกอบดวย collagenous 
fiber และการ adhering ของ cell ที่ม ีnucleus ลักษณะ spindle-shapes   haemal sinuses และ 
infiltrated hemocyte   นอกจากใน hepatopancreas แลวยงัพบการ infiltrated ของ hemocyte ที่
เก็บกินเชื้อแบคทีเรีย ในกลามเนื้อหัวใจ  (Jiravanichpaisal et al. , 1995) 
  ปญหาที่พบไดบอยในฟารมเพาะฟกและอนุบาลวัยออน คือ โรคติดเชื้อวิบริโอเรืองแสง 
(luminescent vibriosis)  ซึ่งทาํใหเหน็ลกูกุงเปนสีเขียวเรืองแสง (Lavilla-Pigoto, 1995) มีสาเหตุ
จาก V. harveyi   แยกไดจากสิ่งแวดลอมในทะเล  มักพบเชือ้ชนิดนี้บริเวณผิวนอกและจากในลาํไส
ของสัตวทะเล  รวมถึงกุงกลุาดําวยัออน  โดยพบเชื้อปริมาณมากใน maternal content  ซึ่งทาํให
เกิดการแพรกระจายของเชือ้ระหวางการวางไข   อาการทีพ่บไดแก เปลือกเปราะแตกงาย มีจุดสีน้าํ
ตาลหรือดําบรเิวณเปลือก ตวัมีสีเขมขึ้นหรอืมีสีแดง เหงอืกเปนสีชมพหูรือน้ําตาล  กลามเนื้อสีขาว
ขุน  ไมมีอาหารในลําไส หางกรอน  hepatopancreas มีสีเขม ฝอและแนน  หรือบวมซีดและนิ่ม 
(Jiravanichpaisal et al., 1994)  แหลงของเชื้อ V. harveyi  ที่สําคัญในฟารมเพาะฟก นอกเหนือ
จากน้ําที่ใชเลีย้งกุง ไดแก ส่ิงขับถาย เปลอืกนอกของแมกุง และน้ําทีใ่ชเลี้ยง artemia  โดยในลําไส
ของแมกุงมเีชือ้แบคทีเรียปริมาณมากถงึ 2x109 cells/g โดย 63-77% เปนเชื้อวิบริโอ และเปนเชื้อ 
V.harveyi ปริมาณมากที่สุด (16-18%) โรควิบริโอเรืองแสงทําใหเกิดความเสียหายตอ 
hepatopancreas เชน ทําใหเกิดการอักเสบบริเวณ intertubular sinuses ทําใหเกดิความเสียสม
ดุลทาง สรีรวทิยาและทาํใหลูกกุงเครียด โตชา และตายในที่สุด  (Eduardo et al., 1998) 

 V. parahaemolyticus  ทําใหเกิดโรค red leg disease ในกุง โดยพบวาทาํใหกุงมีอัตรา
การตายถึง >90%  ลักษณะของโรค คือ พบการกระจายของ chromatophores บริเวณ periopods 
และ pleopods ทําใหเหน็ระยางคเปนสีแดง  พบการเกิด pigmentation บริเวณ brachial region 
ของ cephalothorax  การศึกษาของ Sudheesh and Huai-Shu (2001)  โดยการฉีดเชื้อ  
V. parahaemolyticus  0.1 ml เขากลามเนื้อบริเวณปลองลําตัวที่ 3 และ 4  เทากับปริมาณเชื้อ 
1x108   1x106   1x104   และ 1x102 CFU ตอตัว ภายใน 6 ชั่วโมงหลงัจากฉีดเชื้อ พบวากุงมีอาการ 



 
    

เคลื่อนที่ชาลง  เสียการทรงตัว  วายน้าํวน และไมมีแรง hemolymph ไมแข็งตัว  ระยางคมีสีแดง  
เมื่อครบ 7 วัน กุงในกลุมควบคุม (ฉีดน้ํากลัน่) ไมตาย ขณะที่กลุม 1x108 CFU ตาย 100% และ 
กลุม  1x106   1x104   และ 1x102 CFU ตาย 80  20 และ 10% ตามลําดับ  คา LD50 เทากับ    
1x105  CFU 
 V. vulnificus ทาํใหเกิดโรค black splint syndrome ในกุงระยะ juvenile พบรอยโรค
ลักษณะเปนจดุดํา filament หรือ splints ในกลามเนื้อ ซึง่รอยโรคนี้ยงัคงอยูแมจะผานกระบวนการ
ปรุงอาหาร ทําใหไมเปนที่ตองการของตลาด (Lavilla-Pigoto, 1995) 

การรักษาโรควิบริโอในกุงกลุาดําใหไดผลดีควรเริ่มรักษาเมื่อติดเชื้อในระยะแรก ซึ่งในทาง
ปฏิบัติสามารถตรวจสอบไดยาก  ซึ่ง Nash และคณะ (1992) ไดใหขอเสนอวาควรมกีารปองกันโรค
ซึ่งเปนวิธทีี่ดีทีสุ่ดโดยควรมีการจัดการที่ด ี เชน ไมเลี้ยงกุงหนาแนนเกนิไป  รักษาคุณภาพน้ําใหมี
ปริมาณ phytoplankton ที่เหมาะสม   การใหอาหารเหมาะสม รวมกับมกีารเฝาระวังโรคอยาง
สม่ําเสมอเพื่อใหวนิิจฉัยโรคไดรวดเร็ว 

 
2.3  การจัดการปญหาโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงกลุาดํา 

     
หลังจากที่ประเทศไทยประสบความสาํเร็จในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดํา  ทําใหมีการเลีย้งเพิ่ม 

มากขึ้น    พบวาฟารมเลีย้งกุงมีปญหาดานการเกิดโรคติดเชื้อมากขึ้น  สงผลใหมีการใชยาเพื่อปอง
กันและรักษาโรคในฟารมกุงอยางแพรหลาย รวมทั้งการใชยาอยางไมถกูตอง  

ยาตานจุลชีพที่มีการใชมากในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดํามหีลายชนิด  เชน oxytetracycline 
ซึ่งเปนยาทีท่างสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทยและหลายๆประเทศอนญุาต
ใหใชในสัตวน้าํ  โดยแนะนาํใหใชผสมในอาหารขนาด 25-50 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอ
วัน ใหกนิติดตอกัน 7-10 วัน  oxytetracycline เปนยาที่ใหผลดีในการควบคุมโรคติดเชื้อวิบริโอใน
ประเทศไทย แมวาผลทดสอบทางหองปฏิบัติการพบวาเชื้อแบคทีเรียเริ่มมีความตานทานตอยา 
(Tonguthai and Chanratchakool, 1992; ณิธาวนัและคณะ, 2546)   ยาในกลุม nitrofurans ได
แก furazolidone  furacin  nitrofurazone nitrofurantoin เปนยาที่มีการใชเพื่อรักษาโรคติดเชื้อ
แบคทีเรียในกุงวัยออน โดยใชขนาด 1-2 ppm  แชเปนเวลานาน  พบวายาในกลุมนี้ไดผลดีในการ
ตอตานเชื้อวิบริโอในหองทดลองแตพบวาการใชอาจไมไดผลในการใชในบอดิน   แตปจจุบันยาใน
กลุมนี้ไมไดรับอนุญาตใหใช  (Tonguthai and Chanratchakool, 1992) เชนเดียวกับยา 
chloramphenicol ซึ่งมีการใชในประเทศไทยมานาน เนื่องจากยา chloramphenicol ที่ตกคางใน
อาหารทําใหเกิด aplastic anemia ในมนษุย โดยไมข้ึนกับความเขมขนของยา (Spoo and Riviere, 
1995)  oxolinic acid เปนยาอีกชนิดหนึ่งที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดํา  โดยอยูใน



 
    

รูปของ premix  ขนาดยาที่ใชข้ึนอยูกับขนาดกุง  โดยใหขนาด 2 กรัม/กิโลกรัมอาหาร ตอวนัในกุงที่
น้ําหนกัตัวนอยกวา 2 กรัม  และใหขนาด 3 กรัม/กิโลกรัมอาหาร ในกุงทีน่้าํหนักตัวมากกวา 2 กรัม  
ระยะหยุดยาควรมากกวา 25-30 วันหลงัจากใหยาครั้งสุดทาย   นอกจากนี้ยาตานจุลชีพอืน่ที่มกีาร
ใชในสัตวน้าํ เชน ยากลุม sulfa-trimetroprim   กลุม fluoroquinolone เปนตน (Tonguthai and 
Chanratchakool, 1992) 

การศึกษาความไวรับของเชือ้วิบริโอโดยณธิาวนัและคณะ (2546) พบวาเชื้อวิบริโอที่แยกได
จากกุงกุลาดําปวยมากกวา 70% ของ isolates มีความไวรับตอยาตานจุลชีพ กลุม 
fluoroquinolone และเชื้อวิบริโอสวนใหญ (มากกวา 90% ของ isolates) ใหผลไวรับตอยา 
chloramphenicol  เชนกัน  ในขณะที่ประมาณ 50% ของเชื้อวิบริโอที่นาํมาทดสอบไมแสดงความ
ไวรับตอยา nalidixic acid 

อยางไรก็ตามการใชยาตานจุลชีพในฟารมกุงทั้งเพื่อการปองกันและการรักษาโรค ถาใชใน
ขนาดต่ําหรือใชอยางตอเนื่องอาจมีผลทําใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยาและเกิด 
multiple antibiotic resistance ซึ่งการตานทานตอยาของเชื้อจะทาํใหการใชยาในการรักษามนุษย
และสัตวมีประสิทธิภาพลดลง  นอกจากนี้อาจทําใหเกดิ cross – resistance กับยาชนิดอื่น   การใช 
oxytetracycline หรือ oxolinic acid ทําใหเชื้อเกิดความตานทานตอ flumequine และ 
oxytetracycline   การศึกษาของ Tendencia และ de la PeÑa (2001) ในประเทศฟลิปปนส พบ
การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียในบอกุง โดยพบวาเชื้อวิบริโอ 24% ที่แยกไดจากบอเลี้ยงที่ใช oxolinic 
acid  เกิด multiple antibiotic resistance กับยาตานจุลชีพอยางนอย 2 ชนิด และจากการศึกษา
พบวา oxytetracycline  เปนยาที่เชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานมากที่สุด (4.3%)  ตามดวย 
furazolidone (1.6%)  oxolinic acid (1%) และ chloramphenicol (0.66%)    
 นอกจากยาตานจุลชีพยงัมกีารใชสารฆาเชื้อในกลุม quarternary ammonium 
compounds ไดแก benzalkonium chloride (BKC)  ซึ่งเปนสารฆาเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราใน
ฟารมอนุบาลลูกกุง  โดยขนาดที่ใช 1.0-1.25 ppm ในการรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงโต  และ
ขนาด 0.1 ppm เปนเวลา 16 ชั่วโมงในลกูกุงระยะ protozoea II และ mysis II   และใชขนาด 0.2 
ppm เปนเวลา 24 ชั่วโมงในลกูกุงระยะ postlarva5  และขนาด 0.94 ppm ในลูกกุงระยะ 
postlarva 18 
 Sung และคณะ (2003) ศึกษาถงึ Timsen (alkyl dimethyl benzyl ammonium 
chloride-4C-active) ซึ่งเปนสารในกลุม quaternary compound ออกฤทธิ์ตอตานเชื้อจุลชีพได
และมีความเปนพิษตอเนื้อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมต่าํ  จากการศึกษาพบวา Timsen  
สามารถลดปรมิาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําได โดยใชขนาด 0.1 และ 0.5 mg/l เปนเวลา 24 ชั่วโมง  โดย



 
    

เชื้อแบคทีเรียจะลดลง 70% และ 97% ตามลําดับ และในน้าํเค็มเชื้อแบคทีเรียลดลง 38% และ 
72% ตามลําดับ 
 การใช probiotic เปนอีกทางเลือกหนึง่เพื่อควบคุมปริมาณเชือ้แบคทีเรียในบอเลี้ยง โดย
การใช probiotic เปนการใชเชื้อแบคทีเรียที่เปนประโยชนเพื่อลดจํานวนเชื้อแบคทีเรียกอโรค  มีการ
ใชในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสตัวเพื่อทดแทนการใชยาตานจุลชีพ และมีการนาํมาใชเพื่อเลี้ยงสัตวน้ํา  
โดยเมื่อเติมเชือ้แบคทีเรียในน้ําที่มีสัตวอาศัยอยู  จะทําใหสวนประกอบของชนิดแบคทีเรียในน้ําและ
ตะกอนดินเปลี่ยนไป  การศึกษาของ Moriarty (1998) พบวา การใชเชื้อ bacillus ปริมาณ 1x104 
ถึง 1x105 CFU/ml  ชวยลดจํานวนเชื้อวิบริโอในน้ําและในตะกอนดินได 
  
 
3. Bronopol 

 
3.1 ลักษณะทัว่ไปและการออกฤทธิ ์(The European Agency for the Evaluation of  

Medicinal Products, 2001) 
 
bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3 diol)  เปนสารตานจุลชีพซึ่งใชเปนสารกันเสีย 

(preservative)  ในผลิตภัณฑสําหรับคน เชน  แชมพ ู  เครื่องสําอาง   food – contact material 
และเปนสวนผสมในยาใชภายนอก และมกีารนาํ bronopol มาใชเพื่อควบคมุการติดเชื้อราในไข
ปลาแซลมอน  โดยการแช (bath treatment) ดวย bronopol ขนาด 50 มิลลิกรัม ตอน้ํา 1 ลิตร เปน
เวลา 30 นาที ทั้งหมด 8 คร้ัง 

bronopol เปนยาที่ออกฤทธิ์ตอตานเชื้อแบคทีเรียไดกวางและสามารถออกฤทธิ์ตอตาน   
เชื้อราและยีสต  กลไกการออกฤทธิ์ของ bronopol โดยละเอียดนัน้ยงัไมทราบแนชดั  เชื่อวา 
bronopol มีผลทําใหเกิดการยับยั้งของ thiol – containing dehydrogenase enzymes ซึ่งเปน 
membrane bound ทําใหเกิด cell leakage และ เกดิ cell collapse ตามมา  (The European 
Agency for the Evaluation of Medicinal Products; EMEA, 2001) 
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รูปที่ 4  สูตรโครงสรางของ bronopol (National Chemicals Inspectorate, 2003) 

 
 การศึกษาความคงตัวของ bronopol พบวาที่ pH 7 และ 9   bronopol มีอัตราการ 
hydrolysis สูง  โดยขึน้กับความเขมขน  เมื่ออัตราการ hydrolysis สูงขึ้นความเขมขนของ 
bronopol จะลดลง  โดย bronopol ความเขมขน 0.01 – 0.1%  มีคาครึ่งชีวิตนอยกวา 1 วัน  ที่
อุณหภูมิ 25 oC  ในขณะที่ pH 4  bronopol จะมีความคงตัวมากกวา แตก็พบวาเกิดการ 
hydrolysis อยางตอเนื่องตามเวลาที่ผานไป แมวาจะมผีลตอความเขมขนเพยีงเลก็นอย  การเสื่อม
สลายของ bronopol แบงไดเปน 4 ทาง  โดย 3 ทางเกิดจาก 2-bromo-2-nitroethanol ซึ่งเกิดจาก
การสูญเสีย (reversible loss) ของ formaldehyde และทางที่ 4 เกี่ยวของกบัการเปลี่ยนจาก 
bronopol เปน tris (hydroxymethyl)  ซึ่งเปนการเปลีย่นแปลงแบบไมผันกลับ 
  

3.2 ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตร  (The European Agency for the Evaluation of  
Medicinal Products, 2001) 
 
 การศึกษาโดยใหหนูและสุนขัพันธุ beagle กิน 14C-bronopol  ขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
น้ําหนกัตัว  ความเขมขนของ bronopol ในพลาสมาอยูในชวง 0.5-0.61 และ 0.92-1.4 ไมโครกรัม-
equivalent/ มิลลิลิตร หลังจากใหยา 0.5-2 ชั่วโมงในหนูและสุนัขตามลําดับ   คา bioavailability 
ในหนูหลงัจากกินยาขนาด 10 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว คร้ังเดียว เทากับ 75%    หลัง
จากใหยาหนทูดลองครั้งเดยีวหรือใหยาซ้าํ พบวา bronopol – related residues กระจายอยูใน
เนื้อเยื่อทั่วรางกาย  ไมพบการสะสมและยาถูกขับออกจากรางกายอยางรวดเร็ว  หลังจากใหหนกูนิ 
14C-bronopol  10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว พบวามากกวา 60% ของยาที่ใหตรวจพบไดใน
ปสสาวะหลังไดรับยา 12 ชั่วโมง  และพบ 1.3 ถึง 7.4% ในอุจจาระ   ปริมาณยาทัง้หมดทีขั่บออก
ทางอุจจาระใน 168 ชั่วโมงแรกหลังไดรับยาโดยประมาณเทากับ 10% ของปริมาณยาที่ให   และ



 
    

พบปริมาณยาจากการหายใจเอาคารบอนไดออกไซดออก 4.1 และ 1.8%  ใน 48 ชั่วโมงแรก ในเพศ
ผูและเพศเมียตามลําดับ 
 การศึกษา metabolite ของ bronopol โดยใหหนูกนิ14C-bronopol  10 หรือ 50 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ไมพบ unmetabolised bronopol ในพลาสมาหรือปสสาวะในหนูที่ไดรับยา  
จากการตรวจปสสาวะ metabolite ของยาที่พบเปนสวนใหญคือ 2-nitropropane-1,3 diol  ซึ่งเปน
ปริมาณ 50% ของ radioactivity  สวน metabolite ชนิดอื่นยงัไมสามารถระบชุนิดได    การศึกษา
ในหลอดทดลองเมื่อเติม 14C-bronopol ในตัวอยางพลาสมาของหนู สุนัข และกระตายพบวา 
bronopol สลายตัวภายใน 5 นาท ีไดเปน 2-nitropropane-1,3 diol    การศึกษาพิเศษเพื่อหา fate 
of the bromine moiety โดยใหหนูกนิยาขนาด 1 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัวเพียงครั้ง
เดียว และนาํปสสาวะมาตรวจหา bromide ion  พบวาที่ขนาดยา 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนักตัว 
ระดับความเขมขนของ bromide ion ไมมากกวาระดับปกติ และพบ 17% ของขนาดยา 50 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ถูกขับออกในรูปของ bromide ในชวง 0-120 ชั่วโมง 
 bronopol เปนยาที่มกีารใชอยางแพรหลายในผลิตภัณฑใชภายนอกของมนุษย  การดูดซึม
ของยาเขาสูรางกายมีความแตกตางกนัไปแลวแตความเขมขนของยาที่ใช  จากการทดลองเมื่อใช 
14C-bronopol  ความเขมขน 5% ทาผิวหนงั  พบวายามกีารขับออกทางปสสาวะภายใน 48 ชั่วโมง
หลังจากไดรับยา และไมพบยาในอุจจาระ 
 ยังไมมีขอมูลดาน metabolism   pharmacokinetic หรือ residues depletion ของ 
bronopol ในชนิดสัตวเปาหมาย  แตจากการศึกษาโดยใหสัตวเลี้ยงลกูดวยน้าํนมกนิพบวา 
bronopol จะถูก metabolized อยางรวดเร็วและถูกขบัออกจากรางกาย  ไมพบ unmetabolised 
bronopol ในพลาสมาหรือปสสาวะในทกุจุดเวลา  นอกจากนี้ bronopol ยังถูก hydrolysed ได
อยางรวดเร็วในตัวทาํละลายที่เปนของเหลว  ดงันัน้ในการใชในไขปลาแซลมอน ซึ่งใชระยะเวลาใน
การเจริญเติบโตจนถงึระยะที่สงขายเปนเวลาถงึ 12 เดือนหลงัจากฟก  จึงสรุปไดวาสารตกคางจาก 
bronopol สลายไปหมดแลว 
 

3.3  ขอมูลการศกึษาความเปนพิษ (The European Agency for the Evaluation of  
Medicinal Products, 2001) 
 
 bronopol จัดเปนสารที่มีพษิเฉียบพลนัระดบัปานกลาง โดยคา LD50 แบบเฉียบพลนัเมื่อให
ยาโดยการกนิเทากับ 180-400 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวในหนู rat และ 250-500 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ในหน ูmice   อาการที่พบภายใน 30 นาทหีลังจากทีห่น ูrat ไดรับยา ไดแก ซึม
น้ําลายไหล หายใจเสียงดงั หอบและอาปากหายใจ หายใจลาํบาก มีของเหลวไหลออกทางจมูก   



 
    

ผิวหนังเปนสมีวง (cyanosis) และกลามเนื้อทาํงานไมประสานกนั  การตรวจทางพยาธวิิทยาในหนู
ที่ตายพบ การระคายเคืองของทางเดนิอาหาร  มามมีขนาดเล็ก ตอมหมวกไตขยายใหญและมีสีเขม  
คา LD50 เมื่อใหหนูไดรับยาทางผิวหนัง มากกวา 1600 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  และคา LC50 
เมื่อหนูไดรับยาโดยการสูดดมเปนเวลา 6 ชั่วโมง เทากบั 5 มิลลิกรัม/ลิตรอากาศ 
 หนพูันธุ Chales River CD เพศละ 20 ตัว ตอกลุม  ไดรับยา bronopol โดยการสอดทอเขา
กระเพาะอาหารวันละ 1 คร้ัง ขนาด 0 (น้ํากลั่น) 20  80  หรือ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว 
เปนเวลา 13 สัปดาห  หนทูุกตัวที่ไดรับยาขนาด 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ตายหรือถูกทาํ
ใหตาย ภายในวนัที ่ 9 ของการศึกษา  หนูเพศผู 7 ตัวและเพศเมีย 9 ตัวของกลุมที่ไดรับยา           
80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัวตาย  ความเปนพิษของยาเหน็ไดชัดเจนในหนกูลุมที่ไดรับยา       
80 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั และในหน ู1 ตัวที่ไดรับยา 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนัก
ตัว โดยมีอาการหายใจลําบากและชองทองขยายใหญ  น้ําหนกัตัวและการกนิอาหารลดลงในกลุม 
80 และ 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  พบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธวิิทยาในหนทูี่เสียชวีิต     
ไดแก ทางเดนิอาหารขยายใหญเนื่องจากแกสหรือของเหลว  ปอดขยายใหญ และตอมไทรอยดมี
ขนาดเล็ก  การตรวจทางจุลพยาธิวทิยาในหนทูี่ไดรับยาขนาด 20 และ 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัม       
น้ําหนกัตัว อยางละ 2 ตัว พบทอไตมีขนาดขยายใหญ ภายในพบ eosinophilic material   
 สุนัขพันธุ beagle เพศละ 2 ตัว ตอกลุม ไดรับยา bronopol โดยการสอดทอเขากระเพาะ
อาหาร วันละคร้ัง ขนาด 0 (น้ํากลัน่) 4  8 หรือ 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว เปนเวลา             
13 สัปดาห  ใน 6 สัปดาหแรก สุนัขที่ไดรับยาขนาด 20 มิลลิกรมั/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว มีอาการ
อาเจียนหลงัจากไดรับยา 30 นาท ี หลงัจากนั้นจงึปรับใหอาหารสุนขักอนใหยา 2 ชั่วโมง และพบวา
มีสุนัขเพยีง 1 ตัวที่มีอาการอาเจียน  หลังจาก 12 สัปดาห กลุมที่ไดรับยาขนาด 8 และ 20 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัวมีจาํนวนเม็ดเลือดขาวลดลงอยางมนียัสําคัญ  เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวา กลุม
ที่ไดรับยาขนาด 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวมนี้ําหนกัของมามและตับเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญ 
แตไมพบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวทิยา  คา NOEL (no observed effect level) ซึ่งเปนคาความ
เขมขนของยาที่ไมพบความผิดปกติที่สังเกตได  จากการศึกษานี้คิดจากการลดลงของเม็ดเลือดขาว 
เทากับ 4 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน 
 การศึกษา pre-GLP ใน 1 รุน (single-generation)  ในหนพูันธุ Charles River CD rat 
เพศผู 11 ตัว และเพศเมีย 28 ตัว  โดยใหกนิ bronopol ละลายในน้าํกลั่น ขนาด 20 หรือ             
40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว/วัน โดยเพศผูไดรับยาเปนเวลา 63 วัน และเพศเมีย 14 วันกอน
ผสมพันธุ  และใหหนูเพศผูอีก 11 ตัว และเพศเมียอีก 22 ตัว เปนกลุมทีไ่มไดรับยา  เมื่อแมหนูตัง้
ทองได 13 วัน ผาซากหนูกลุมละ 10 ตัว และเลีย้งหนทูี่เหลือตอจนออกลูกเองตามธรรมชาติและให



 
    

เลี้ยงลูกจนหยานม  พบวายาไมมีผลตอความสมบูรณพันธุหรือการผสมพันธุ  อัตราการตั้งทอง 
ระยะเวลาการตั้งทอง corpora lutea  จํานวนตัวออนฝงตัวและไมผลตอตัวออน   
 การศึกษา GLP – compliant  โดยใหหนูเพศเมียพนัธุ Sprague-Dawley ซึ่งผสมพันธุแลว 
จํานวน 24 ตัว กนิยา bronopol ขนาด 0 10  28 หรือ 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว/วัน  ในชวง
วันที่ 6-15 ของการตั้งทอง โดยใชน้ําบริสุทธิท์ีท่ําใหเปนกรด pH 4 ดวย 1.0M hydrochloric acid 
เปนตัวทําละลายยา  พบวายามพีษิตอแม (น้าํหนกัตัวลดลงในวนัที ่ 6-7 ของการตั้งทอง) ที่ขนาด 
80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว  ไมพบวายามีผลตอจํานวนตัวออน เพศของตัวออน หรือน้ําหนัก
ตัวออน ไมพบการผิดรูปของตัวออนในทกุกลุมที่ไดรับยา  กลุมที่ไดรับยา 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ํา
หนกัตัวพบการสรางกระดูก (ossification)ไมสมบูรณบริเวณ sacral neural arcs เมื่อเทียบกบักลุม
ควบคุม อยางไรก็ตามอาจเปนความบังเอญิที่ไมเกี่ยวของกับยา คา NOEL ของการศึกษานี้เทากับ      
28 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว สําหรับความเปนพิษในแม และ > 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว
สําหรับการเกดิการผิดรูปของลูกและความเปนพษิตอตัวออน  
 การศึกษา GLP – compliant  ใหกระตายพนัธุ New Zealand White เพศเมยีที่ผสมพันธุ
แลวกลุมละ 18-20 ตัว ไดรับ bronopol ขนาด 0  5  20  40 หรือ 80  มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว
ตอวัน ในชวงวันที ่7-19 ของการตั้งทอง โดยใชน้ําที่ปรับให pH เทากับ 4 เปนตัวทําละลาย  ที่ขนาด
ยา 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวพบความเปนพษิตอแมกระตาย โดยมอีาการกนิอาหารลดลง 
น้ําหนกัตัวลดลงในวนัที ่ 11 และพบวาปริมาณอุจจาระและขนาดอุจจาระเล็กลง  มีผลตอตัวออน 
คือ น้ําหนกัของตัวออนลดลงอยางมนีัยสําคัญ ลูกตัวเล็กกวาปกติ พบการผิดรูปของตัวออนสงูกวา
กลุมควบคุมแตไมตางจากกลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคัญ  พบการสรางกระดูกผิดปกติในสวน pubic 
bones และกระดูกสวนกะโหลก สันหลัง อกและขา  คา NOEL จากการศึกษาพิษตอแมและตัวออน
เทากับ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน 
 การศึกษาผลของ bronopol ในลูกหนูกอนและหลังคลอด โดยการใหยาขนาด 0 (น้ํากลั่น) 
ในแมหนูที่ไดรับการผสมแลว กลุมละ 20 ตัว ทางการสอดทอเขากระเพาะอาหาร ใหยาตัง้แตวันที่ 
15 ของการตัง้ทอง จนถึง 21 วนัหลงัคลอด พบวาแมหนกูลุมที่ไดรับยา 20 และ 40 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวันเสียชีวิตกลุมละ 1 ตัว  เมื่อผาซากพบเลือดออกในทางเดนิอาหาร ซึง่คาด
วาเกิดจากวิธกีารใหยา   วนัที ่4 หลงัออกลูกอัตราการตายของลูกหนูกลุมที่ไดรับยาสงูกวากลุมควบ
คุมอยางมีนยัสําคัญ และน้าํหนักลูกหนูนอยกวากลุมควบคุมแตไมมีนัยสําคัญ     
 การศึกษาการกลายพันธุของยีนแบบ in vitro assay ใน Salmonella typhimurium G46  
TA1535  TA1536  TA1537  TA1538  TA98 และ TA100  ใน E.coli WP2  UvrA  CM561 และ 
CM611  ใน Chinese Hamster v79 cells ไดผลลบ   การศึกษา host-mediated assay โดยใหหนู
เพศเมียกินยาวันละครั้ง ขนาด 0  12.5  25 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวันเปนเวลา    



 
    

6 วัน ใหยาครัง้สุดทายรวมกบั Salmonella typhimurium TA1530 ใหผลลบ   การศึกษา in vitro 
cytogenetics ใน lymphocyte มนษุย พบเซลลทีม่ีความผิดปกติเมื่อไดรับยาขนาดสูงสุด คือ      
30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แตไมพบ metabolic activation   เนื่องจาก bronopol สลายตัวไปเปน 
clastogen formaldehyde เมื่ออยูในสภาวะ culture  ดังนัน้ผลการศึกษา in vitro cytogenetics 
assay อาจเกดิเนื่องจาก formaldehyde    การศึกษา in vivo micronucleus ในหนูที่ใหกนิยา
ขนาด 80 หรือ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว และเก็บไขกระดูกมาตรวจทกุ 24  48 หรือ        
72 ชั่วโมงไดผลลบ  การศึกษา dominant lethal assay  ในหนูเพศผูโดยใหกนิยาขนาด 20 หรือ    
60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน เปนเวลา 6 วัน หรือฉีด bronopol เขาชองทองขนาด         
10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวครั้งเดียวกอนการผสมพันธุกับหนูเพศเมียที่ไมไดรับยา  ไดผลเปน
ลบ  จากการศึกษาสรุปไดวา bronopol ไมมีความเปนพษิตอยีน 
 การศึกษาการกอมะเร็งของ bronopol โดยใหหน ูCarworth CFLP เพศละ 52 ตัวตอกลุม  
ไดรับ bronopol ความเขมขน 0  0.2% หรือ 0.5% (ใน 90% acetone/น้ํา)  โดยการทาบริเวณผิว
หนงัซึ่งโกนขนแลว  โดยใชปริมาณทีท่า 0.3 มิลลิลิตร  3 วันตอสัปดาห เปนเวลา 80 สัปดาห  ซึ่งเทา
กับขนาดยา 0  4.9/6.5 และ 12.7/16.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ในหนูเพศผู/เพศเมยี ตาม
ลําดับ  ในชวง 3 สัปดาหแรกพบอาการขนรวงรอบๆบริเวณที่ทา bronopol   น้าํหนักตัวในหนูเพศผู
ที่ไดรับยาขนาดสูงสุดคือ 0.5% ลดลงอยางมีนยัสําคญั  แตปริมาณการกินอาหารไมตางจากกลุม
ควบคุม  การศึกษานี้เร่ิมในชวงตนป 1970 และนําตัวอยางเนื้อเยื่อมาตรวจทางกลองจุลทรรศน  
หลังจากนั้น 10 ป นาํเนื้อเยื่อที่เหลือมาตรวจ พบการเกิด papillomas ในหนูเพศผู 1 ตัวและเพศ
เมีย 3 ตัวที่ไดรับยา 0.5% แตไมพบในกลุมอ่ืน  ในหนูเพศเมยีอุบัติการณการเกิด papillomas มีนัย
สําคัญทางสถติิ (p<0.033)  พบอุบัติการณการเกิด nodular hyperplasia ของตับ ในหนูเพศผูที่ได
รับยา 0.5% แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ   การเกิด papillomas ในหนูที่ไดรับยา 0.5% (เทากับ 
12.7/16.5 มลิลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน ในหนูเพศผู/เพศเมีย)  เปนผลจากการระคายเคอืง
ของ bronopol ตอเนื้อเยื่อซ่ึงไมเกีย่วของกับผลตอยีน 
 การศึกษาพิษเร้ือรังและการศึกษาการกอมะเร็ง ในหนูพนัธุ Sprague-Dawley เพศละ     
45 ตัวตอกลุม กินยาซึง่ผสมในน้าํทีป่รับความเขมขนใหหนูไดรับยาขนาด 0  10  40 หรือ           
160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวนั เปนเวลา 104 สัปดาห  เกบ็ตัวอยางเลือดจากหนูเพศละ 
15 ตัวตอกลุม  อัตราการตายของหนูในกลุมที่ไดรับยา 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนักตัว เทากับ 
20% ในเพศผูและ 38% ในเพศเมีย  พบอาการน้ําหนกัตัวลดลงและการกินอาหารลดลงในหนูกลุม 
40 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั  ปริมาณของยามีผลตอการกินน้ําลดลง แตไมพบความ
สัมพันธของปริมาณยาตอคาทางโลหิตวทิยาและคาทางเคมีของเลือด  การวิเคราะหปสสาวะในหนู
กลุมควบคุมและกลุม 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว พบวาหนูที่ไดรับยา 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัม



 
    

น้ําหนกัตัวขับถายปสสาวะในปริมาณนอยกวากลุมควบคุม  การศึกษาเริ่มในป 1970 เก็บตัวอยาง
เนื้อเยื่อเพื่อตรวจ ณ เวลานัน้ และหลังจาก 10 ป เนื้อเยื่อที่เหลือนํามาตรวจพบ papilloma บริเวณ
กระเพาะอาหารสวนตนในหนูเพศผูที่ไดรับยาแตไมมีนยัสําคัญทางสถติิ  และพบรอยโรคที่ไมใชเนือ้
งอก ไดแก การเกิดแผลหลมุและ hyperkeratosis ของกระเพาะอาหารสวนตน ในหนทูี่ไดรับยา 
160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว ซึ่งเกิดจากการระคายเคืองของยา  พบการเกิด glandular 
dilatation ของกระเพาะอาหารสวนที่หลัง่น้ํายอยในหนทูี่ไดรับยา 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  
พบการเกิด hyperkeratosis และ/หรือแผลหลุมของเยือ่บุหลอดอาหาร พบรอยโรคของตอมน้ําลาย 
(squamous metaplasia, fibrosis, ductal dilatation/cysts)  การเกิด glandular dilatation ของ
หลอดลม และแผลหลุมที่ล้ิน ในกลุม 40 และ 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั   จากการศึกษา
ความคงตวัของยาคาดวาขนาดยาแทจริงทีห่นูไดรับในการศึกษานี้เทากบั 7  32 และ 142 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ในหนทูี่ไดรับยา 10  40 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว  
 การศึกษาการเกิด sensitisation  ในหนูตะเภา โดยใชวิธ ี Magnussen & Kligman test 
พบวา bronopol มีผลใหเกิด sensitisation ต่ํา โดยการศึกษาใหผลลบเมื่อทดสอบรวมกับ formalin   
และเมื่อทดสอบกับอาสาสมคัรพบวา การศึกษาในอาสาสมัคร 120 คน ไมพบการเกิด 
sensitisation  และในอีกการศึกษาพบวาอาสาสมัคร 127 คน ม ี7 รายเกิดอาการแพที่ผิวหนัง 
 การศึกษาคา MIC ในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 6 strains (3 generas) และเชื้อแบคทีเรีย 
แกรมลบ 15 strains (7 generas) ซึ่งเปนตวัแทนของแบคทีเรียปกติในทางเดนิอาหารมนุษย คา 
MIC อยูในชวง 12.5-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงวาเชื้อแบคทีเรียปกติในลําไสไมมีความไวรับตอ
ยา bronopol 
 การศึกษาความทนทานตอยาในชนิดสัตวเปาหมาย (target species)  คือ ไขปลา 
rainbow trout พบวาอัตราการตายมีความแตกตางกนัระหวางแหลงของไขปลา และระหวางชุดของ
ไขปลาเมื่อมาจากแหลงเดียวกัน  อยางไรก็ตามจากอตัราการตายทัง้หมดเมื่อดูจากการฟกเปนตัว  
กลุมที่ไดรับ bronopol มีอัตราการตายต่าํกวากลุมที่ไดรับ malachite green และกลุมที่ไมไดรับยา 
 
 คณะกรรมการไดสรุปไวใน Annex II of Council Regulation (EEC) No. 2377/90 วา 

- bronopol ถูก metabolized และขับออกจากรางกายอยางรวดเร็วในสตัวเลี้ยงลกูดวยน้ํา
นม 

- สามารถใช bronopol ในไขปลาแซลมอนที่ผสมแลว 
- การใช bronopol ในไขปลาแซลมอน ไมทําใหเกิดสารตกคางในปลาที่โตเต็มที ่

คณะกรรมพิจารณาเหน็วาไมมีความจําเปนตองตั้งคา MRL ของ bronopol 
 



 
    

3.4 การใช bronopol ในการรกัษาโรคในสัตวน้าํ 
 

การใช bronopol เพือ่รักษาโรคปลาที่เปนอาหาร ไดรับการรับรองทางกฎหมายในยุโรปเปน 
คร้ังแรกในป 2001 เพื่อทดแทนการใช malachite green ซึ่งมีอันตรายตอผูบริโภค (Department 
for Environment, Food and Rural Affairs, 2002)   
 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการรักษาเชื้อรา Saprolegnia ในปลา rainbow 
trout (Oncorhyncus mykiss) ของ Branson (2002) โดยใชปลากลุมละ 20 ตัว แบงเปนกลุม
ทดลองและกลุมควบคุมอยางละ 2 กลุม  กลุมทดลองใหแช bronopol ขนาด 20 มิลลิกรัม/ลิตร     
30 นาที  เปนระยะเวลา 15 วันติดตอกนั และกลุมควบคุมให placebo ผลการทดลองพบวาปลา 
rainbow trout ในกลุมทดลองซึ่งมกีารติดเชื้อราเมื่อเร่ิมตนการทดลองคิดเปน 70 และ 40%  มีการ
ติดเชื้อราลดลงเปน 0%  ในขณะที่ปลากลุมควบคุมมีการติดเชื้อราเพิ่มข้ึนจาก 45% เปน 74%  
และจาก 35% เปน 55% นอกจากนีพ้บวาความรุนแรงของการติดเชื้อราในปลากลุมควบคมุเพิ่มข้ึน  
 Roth และคณะ (2002) ศึกษาการใช bronopol ขนาด 50 มิลลิกรัม/ลิตร แชเปนเวลา      
30 นาทีตอวนัทุกวนั ในไขปลา rainbow trout และปลา atlantic salmon จํานวน 1.4 ลานฟอง  
และการใช bronopol ขนาด 20 มิลลิกรัม/ลิตร 30 นาทีตอวนั เปนเวลา 14 วันติดตอกัน ในปลา 
rainbow trout  brown trout  และ atlantic salmon จํานวน 26000 ตัว  พบวาการใช bronopol 
สามารถลดความรุนแรงของการติดเชื้อราในไขปลาไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p<0.001)  และ
สามารถลดการติดเชื้อราในไขปลาได 95%   การศึกษาในปลาพบวา bronopol สามารถใชในการ
รักษาเชื้อราและปองกนัการติดเชื้อราได โดยจากการทดลองปลากลุมที่ไดรับยามีจํานวนปลาที่ติด
เชื้อราลดลงมากกวาปลากลุมควบคุม 73% (p<0.001) และมีอัตราการตายลดลงมากกวากลุม 
ควบคุม 65% (p<0.001) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
 

1. การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol ในการยับยั้งเชือ้วิบริโอ 
 

1.1  การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ใน
การยับยั้งเชือ้วิบริโอ โดยวิธ ี antimicrobial agar dilution susceptibility tests  (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) 
 

1.1.1 การเตรียมตัวอยางยาที่ใชในการทดสอบ 
 

Bronopol   (Pyceze;  Novartis)  
ละลาย Pyceze (Bronopol 50% W/V) ปริมาตร 2.56 มิลลิลิตร  ผสมน้าํกลั่นปราศจาก

เชื้อ ใหได 10 มิลลิลิตร ไดความเขมขนของ bronopol เทากับ 128,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจือจาง
คร้ังละ 10 เทา (ten – fold dilution)  ใหไดความเขมขน 1,280 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  แลวเจือจาง
คร้ังละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  640  320  160  80  40  20  10  5  
2.5  ไมโครกรัม/มิลลิลิตรตามลําดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหารเลีย้งเชือ้ดวยอัตราสวน 
1:10 โดยใชยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ Meuller Hinton    
18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  
128  64  32  16  8  4  2  1  0.5  และ 0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

 
Oxytetracycline  (Sigma  Lot. 112H0123) 
ละลายยา oxytetracycline dihydrate  51.2 มิลลิกรมั  ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl)  0.1N   

(NCCLS, 1999) เจือจางสารละลายที่ไดดวยน้าํกลั่นใหไดความเขมขนของยา 5120 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร  เจือจางครั้งละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  5120  2560  1280  
640  320  160  และ 80  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ตามลาํดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวยอัตราสวน 1:10  โดยผสมยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  กับอาหารเลี้ยง
เชื้อ Meuller Hinton 18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาใน



 
    

อาหารเลีย้งเชือ้เทากบั   512  256  128  64  32  16   8  4  2  และ 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร           
(ตารางที ่3) 

 
Enrofloxacin  (ICN Biomedical Inc.  Lot. 7072C) 
ละลายยา enrofloxacin 51.2 มิลลิกรัม ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 0.1N (NCCLS, 

1999)  เจือจางสารละลายทีไ่ดดวยน้ํากลัน่ใหไดความเขมขนของยา 5120 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  เจือ
จางครั้งละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  5120  2560  1280  640  320  
160  และ 80  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ตามลําดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ดวยอัตราสวน 1:10  โดยผสมยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  กับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Meuller Hinton  18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเทากบั   512  256  128  64  32  16   8  4  2  และ 1  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ตารางที ่4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

 
ตารางที่ 2     ขั้นตอนการเตรียมสารละลายยา bronopol 

 
 

ขั้นตอนที ่ ความเขมขนของ 
bronopol (µg/ml) 

นํามาจากขั้นตอน
ที ่

อัตราสวน  
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน MHA 

1  1280 -     - - 1280 128
2       
       
       
       
       
       
       
       
       

1280 1 1 1 640 64
3 1280 1 1 3 320 32
4 1280 1 1 7 160 16
5 160 4 1 1 80 8
6 160 4 1 3 40 4
7 160 4 1 7 20 2
8 20 7 1 1 10 1
9 20 7 1 3 5 0.5
10 20 7 1 7 2.5 0.25

 
 



 
    

 
ตารางที่ 3     ขั้นตอนการเตรียมสารละลายยา oxytetracycline 

 
 

ขั้นตอนที ่ ความเขมขนของ 
oxytetracycline 

(µg/ml) 

นํามาจาก 
ขั้นตอนที ่

อัตราสวน 
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน MHA 

1       5120 - - - 5120 512
2       
       
       
       
       
       
       
       
       

5120 1 1 1 2560 256
3 5120 1 1 3 1280 128
4 5120 1 1 7 640 64
5 640 4 1 1 320 32
6 640 4 1 3 160 16
7 640 4 1 7 80 8
8 80 7 1 1 40 4
9 80 7 1 3 20 2
10 80 7 1 7 10 1

 



 
    

 
ตารางที่ 4    ขั้นตอนการเตรียมสารละลายยา enrofloxacin 

 
 

ขั้นตอนที ่ ความเขมขนของ 
enrofloxacin (µg/ml) 

นํามาจาก 
ขั้นตอนที ่

อัตราสวน 
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน MHA 

1  5120 -     - - 5120 512
2       
       
       
       
       
       
       
       
       

5120 1 1 1 2560 256
3 5120 1 1 3 1280 128
4 5120 1 1 7 640 64
5 640 4 1 1 320 32
6 640 4 1 3 160 16
7 640 4 1 7 80 8
8 80 7 1 1 40 4
9 80 7 1 3 20 2
10 80 7 1 7 10 1

 
 



 
    

1.1.2  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 

เชื้อแบคทีเรยีที่ใชในการศึกษา 
 

เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบไดแก  เชื้อวิบริโอที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวย  รวม 109 เชื้อ  
ประกอบดวย  เชื้อ V.alginolyticus  V. cholerae  V.damsela  V. fluvialis   
V. parahaemolyticus  และ V. vulnificus   และเชื้อแบคทีเรียมาตรฐานสําหรับควบคุมคุณภาพ
การทดลอง   ไดแก  Escherichia coli  ATCC 25922    Staphylococcus aureus ATCC 29213  
และเชื้อ Vibrio parahaemolyticus    ATCC  17802 

เพาะเชื้อวิบริโอลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ bacto tryptic soy agar (TSA) ซึ่งเพิม่เกลือ 
โซเดียมคลอไรดเปน 1 %   และเพาะเชื้อ Escherichia coli  ATCC 25922   
Staphylococcus aureus  ATCC 29213 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ bacto tryptic soy agar (TSA)  
บมที่อุณหภูม ิ30 oC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  ปรับความเขมขนของเชื้อโดยการเขี่ยเชือ้ลงในน้ําเกลอื
ฆาเชื้อ 0.9%  ใหไดความขุนเทยีบเทา 0.5 McFarland  (ประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร)   เจอืจางอีก 
10 เทาใหไดความเขมขนของเชื้อประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร   

ดูดน้ําเกลือทีม่ีปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 107 CFU/มิลลิลิตร  มา 1 มิลลิลิตรลงในหลอดของชุด 
multipoint inoculator  ซึ่งสามารถทดสอบไดคร้ังละ 25 เชื้อ   โดยใชเปนเชื้อทดสอบ 22 เชื้อ และ
เชื้อมาตรฐาน 3 เชื้อ  นาํ multipoint inoculator  จุมในเชื้อที่เตรียมไว  แตะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Meuller Hinton  ที่มียาปริมาณตางๆ  ไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 104 CFU/spot บนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ  30oC  เปนเวลา 18 – 20 ชั่วโมง  อานผล 

 
1.2 การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin 

ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ  (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ในน้ําทะเล 
 

หาคาความเขมขนต่ําสุดของยาในการยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอ เชนเดียวกับในการ 
ทดลองที่ 1   โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Meuller Hinton  ซึ่งเตรียมโดยการละลายกับน้าํทะเลความเค็ม 
30 ppt  ในการทดสอบ 
 
 
 
 



 
    

1.3  การศึกษาประสิทธผิลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ในการ
ควบคุมเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt 
 

 การเตรียมเชือ้แบคทีเรีย 
 เพาะเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus ATCC 17802 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic 
soy broth (TSB) ซึ่งผสม NaCl 1%  ปริมาณ 250 มิลลิลิตร  เขยาดวยเครื่อง incubator shaker  ที่
อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 20 ชั่วโมง   centrifuge เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออก โดยใชความเร็ว   
100 รอบ/นาท ี เปนเวลา 15 นาท ี ลางดวย sterile normal saline 2 คร้ัง  นําเชื้อแบคทีเรียที่ไดเจือ
จางใน sterile normal saline ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในโหลทดลอง  รวมทัง้หมด 4 โหล  ปริมาตรน้ําทะเลโหลละ    
4 ลิตร  เติมเชือ้ V. parahaemolyticus  ที่เตรียมไดลงในโหลทดลอง  โหลละ 5 มิลลิลิตร 
2.  ทํา Total bacteria count ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl เพื่อหาปริมาณเชือ้แบคทีเรียเริ่มตน 
3.  ปรับความเขมขนของยาในขวดโหลทดลองใหได bronopol 8 และ 16 µg/ml  oxytetracycline 
(ละลายดวย 0.1N HCl)  64 µg/ml  และ enrofloxacin (ละลายดวย 0.1N NaOH) 16 µg/ml 
4.  ทํา total bacteria count ในอาหารเลีย้งเชื้อ TSA 1% NaCl เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 

1.4  การศึกษาประสิทธผิลของ bronopol ในการควบคุมเชื้อวบิริโอในสัตวทดลอง 
(in vivo) 

  
ฉีดเชื้อ V. parahaemolyticus  (Lab no.282) ใน normal saline ปริมาตร 0.05 ml เขา 

บริเวณ ventral sinus ของกุงแชบวย ไดปริมาณของเชื้อประมาณ 19.5 x 106 CFU  หลังจาก       
10 ชั่วโมง เจาะ hemolymph มาเพาะเชือ้ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS นาํไปแยกชนิดของเชื้อดวย
ชุดตรวจ API    เพาะเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ที่แยกไดจากกุงแชบวยลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSB  1% NaCl   ปริมาณ 250 มิลลิลิตร  เขยาดวยเครื่อง incubator shaker  ที่อุณหภมู ิ
30oC เปนเวลา 20 ชั่วโมง   centrifuge เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออก โดยใชความเร็ว 100 รอบ/
นาที  เปนเวลา 15 นาที  ลางดวย sterile normal saline 2 คร้ัง  นําเชือ้แบคทีเรียที่ไดเจือจางใน 
sterile normal saline 
 เลี้ยงลูกกุงกุลาดําระยะ PL15 ในโหลทดลอง จํานวน 8 โหล ใชน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt 
ปริมาตร 4 ลิตร ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา นับลูกกุงใสโหล
ทดลอง โหลละ 50 ตัว  แบงการทดลองออกเปน 
  



 
    

กลุมควบคุม     เลี้ยงกุงระยะ PL15 ในน้ําทะเลปกต ิ   
กลุมทดลองที ่ 1    ใส bronopol 8 µg/ml 
กลุมทดลองที ่ 2  ใสเชื้อ V. parahaemolyticus ความเขมขนประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml         
กลุมทดลองที ่ 3    ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  ความเขมขนประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml  และ 

    หลงัจากนัน้ 1 ชั่วโมง ใส bronopol 8 µg/ml           
   เก็บตัวอยางน้าํทะเลจากทุกการทดลองเพือ่หาปริมาณ total bacteria count ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl  เมื่อครบ 2  6  10  16  20  และ 24 ชั่วโมง   นับจํานวนลูกกุงตายและเอา
ออกจากโหลทดลองทุก 3  5  8  12  16  20 และ 24 ชั่วโมง   เมื่อครบ 24 ชั่วโมงเก็บตัวอยางลูกกุง
กลุมการทดลองละ 10 ตัวมาหาปริมาณ total vibrio count 
 
การหาปริมาณ total vibrio count จากลกูกุงกุลาดาํ 
 
 สุมลูกกุงจากโหลทดลอง โหลละ 5 ตัว ลางดวยน้ํากลัน่ 3 รอบ โดยการปนดวยเครื่อง 
microcentrifuge ความเร็ว 1000 รอบ/นาที  ประมาณ 3-4 วินาท ี  บดลูกกุงทั้ง 5 ตัวกับ normal 
saline 1 ml ดวย tissue grinder และเจือจางดวย normal saline ใหไดปริมาตร 5 ml  หาปริมาณ 
total vibrio count ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS 
 
2.  การศกึษาความเปนพษิของ bronopol 
 

2.1  การศกึษาพิษเฉียบพลันของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ bronopol ที่
ทําใหกุงกลุาดําวัยออนตายครึ่งหนึ่ง ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal concentration 50; LC50) 
 
การศึกษาในกุงกุลาดาํระยะ protozoea 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea ในโหลทดลองซึ่งมนี้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ใหอากาศตลอด
เวลาดวยหวัทราย และคลุมโหลทดลองดวยถุงดําเพื่อปองกันแสง   ให chetoceros และอาหาร
เสริมสําเร็จรูป (flake)  5 คร้ัง ใน 24 ชั่วโมง 
 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 2 ลิตร 
2.  จากการศึกษาเบื้องตนพบวาความเขมขนของ bronopol ทีท่ําใหลูกกุงระยะ protozoea มีอัตรา
การตาย 0% และ 100% อยูในชวง < 5 และ 8 µg/ml  จึงปรับความเขมขนของ bronopol ในโหล
ทดลองใหไดเทากับ 0  2  4  6 และ 8 µg/ml  ความเขมขนละ 2 โหลการทดลอง 



 
    

3.  นับจํานวน protozoea ใสในโหลทดลอง  โหลละ 100 ตัว 
4.  เมื่อครบ 24 ชั่วโมง นับจํานวนลกูกุงที่รอดชีวิต  เพื่อหาอัตราการตายและนํามาวิเคราะหหาคา 
LC50 ดวยโปรแกรม Probit analysis  
 
การศึกษาในกุงกุลาดาํระยะ postlarva 
 
 เลี้ยงกุงกุลาดาํระยะ PL6/PL18 ในโหลทดลองซึ่งมีน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ใหอากาศ
ตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถงุดําเพื่อปองกนัแสง 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 4 ลิตร 
2.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในขวดโหลทดลองใหไดเทากับ 0  2  4  8  16  32 และ 40 
µg/ml  ในลูกกุงระยะ PL6  และ 0  5  15  30  40  50 และ 100 µg/ml  ในลูกกุงระยะ PL 18 
3.  นับจํานวน postlarva ใสในโหลทดลอง  โหลละ 50 ตัว 
4.  นับจํานวนลูกกุงตายเปนระยะ  จนครบ 24 ชั่วโมง โดยลูกกุงที่ตายดูจากการไมเคลื่อนไหวเมื่อ
ใชแทงแกวเขี่ย และนอนจมอยูกนโหลทดลอง 
5.  วิเคราะหหาคา LC50 ดวยโปรแกรม Probit analysis 
 

2.2  การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลีย่นระยะของกุงกลุาดําวยัออน 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea และ mysis ในโหลทดลองซึ่งมีน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ให
อากาศตลอดเวลาดวยหวัทราย และคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา   ให chaetoceros และอาหารเสริม
สําเร็จรูป (flake)  5 คร้ัง ใน 24 ชั่วโมง 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 2 ลิตร 
2.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในขวดโหลทดลองใหไดเทากับ 0  2  และ 4 µg/ml  ความเขม
ขนละ 2 โหลการทดลอง ในลกูกุงระยะ protozoea  และ 0  2  3  4  5 และ 6 µg/ml  ความเขมขน
ละ 2 โหลการทดลอง ในลกูกุงระยะ mysis 
3.  นําลูกกุงมาดูระยะ (substage) กอนเริม่การทดลอง นับจํานวน protozoea และ mysis ใสใน
โหลทดลอง  โหลละ 100 ตัว 
4.  เมื่อครบ  24 ชั่วโมง  สุมลูกกุงที่รอดชีวติมาดูระยะดวยกลองจุลทรรศน โหลละ 10 ตัว 
  
 
 
 



 
    

2.3 การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกลุาดําวยัออน 
 

 เลี้ยงลูกกุงกุลาดําระยะ postlarva 15 ในโหลทดลอง  ใชน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt 
ปริมาตร 4 ลิตร ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา นับลูกกุงใสโหล
ทดลอง โหลละ 50 ตัว  แบงการทดลองออกเปน กลุมควบคุม และกลุมทดลองซึง่ใส bronopol 
ความเขมขน 8 µg/ml   เลี้ยงลูกกุงในโหลทดลองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางลูกกุงกลุมละ 10 
ตัว  รักษาสภาพในน้าํยา Davidson’s fixative  สงตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 
 

2.4  การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวยัออน  
 

2.4.1  การศกึษาใน chaetoceros (Chaetoceros calcitrans) 
 
1.  นํา chaetoceros จากบอเพาะ ใสในโหลทดลอง โหลละ 2 ลิตร และเติมน้าํทะเลความเค็ม     
30 ppt ปริมาตร 2 ลิตร ไดปริมาตรรวม 6 ลิตร จํานวน 6 โหล ใหอากาศตลอดเวลาดวยหวัทราย 
2.  นับจํานวน chaetoceros เร่ิมตน ดวย hemocytometer โดยนับโหลละ 2 คร้ัง   
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหได 0  8  และ 16  µg/ml  อยางละ 2 โหล 
4.  นับจํานวน chaetoceros เปนระยะ  จนครบ 24 ชั่วโมง 
 
วิธีการนับ chaetoceros  ดวย hemocytometer และการคํานวณ 
 นับจํานวน chaetoceros โดยนับในชองสําหรับการนบัเม็ดเลือดขาว (W)  (รูปที ่ 5 ; a)   
โดยกลองจุลทรรศนลําแสงธรรมดา  กาํลังขยาย 100 เทา   นับ chetoceros ตามแนว (รูปที่ 5 ; b)   
เพื่อปองกันการนับซํ้าในกรณีที่เซลลของ chetoceros ทับเสนพอดี  เชน  นับเฉพาะเซลลที่อยูบน
เสนดานบนและดานซายของชองสี่เหลี่ยมเทานัน้ หรือเสนดานลางและดานขวาของสี่เหลีย่มเทานั้น 
โดยใชสูตรในการคํานวณ คอื 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

จํานวน chaetoceros  (cells / ml) =  จํานวนเซลลที่นับไดใน 4 ชอง (W) (1) x 1/4  x  103 (2) 
(1) ดังรูปที่ 5 ; a 
(2) เนื่องจากปริมาตรของตัวอยางที่นาํมานับเทากับ 1 µl 

a b 

 
รูปที่ 5   แสดงการนับจํานวน chetoceros ดวย  Neubauer hemocytometer 

 
 
2.4.2  การศกึษาใน rotifer (Brachionus plicatilis) 

 
1.  เลี้ยง rotifer ในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt ในโหลทดลอง โหลละ 4 ลิตร จํานวน 6 โหลการ
ทดลอง ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทราย 
2.  นับจํานวน rotifer เมื่อเร่ิมตนการทดลอง 
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหไดความเขมขน 0  8 และ 16 µg/ml   
4.  นับจํานวน rotifer เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 
การนับจาํนวน rotifer 
 
 ใช pipet ดูดตัวอยางน้ําทะเลจากโหลทดลอง โหลละ 100 µl   หยดลงบน slide แกว ได
ประมาณ 10 หยด  นับจาํนวน rotifer ที่มีชีวิต (มีการเคลื่อนที)่ ดวยกลองจุลทรรศน โดยใชกําลัง
ขยาย 40 เทาไดเปนความหนาแนนของ rotifer ในน้าํทะเล 100 µl   นับคร้ังละ 4 ซ้ํา   
 

 
 
 



 
    

2.4.3  การศกึษาใน artemia (Artemia salina) 
 
1.  เลี้ยง artemia ในน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ในโหลทดลอง โหลละ 4 ลิตร จํานวน 6 โหลการ
ทดลอง ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทราย 
2.  นับจํานวน artemia เมื่อเร่ิมตนการทดลอง 
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหไดความเขมขน 0  8 และ 16 µg/ml   
4.  นับจํานวน artemia เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 
การนับจํานวน artemia 
 

ใช pipet ดูดตัวอยางน้ําทะเลจากโหลทดลอง โหลละ 10 ml  นับจํานวน artemia ที่มีชีวติ
(มีการเคลื่อนที)่ ดวยตาเปลา ไดเปนความหนาแนนของ artemia/ น้ําทะเล 10 ml 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 

1.  การทดสอบประสิทธผิลของ bronopol ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ 
 
การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin  ในการ
ยับยั้งเชื้อวิบริโอ  (Minimum Inhibitory Concentration; MIC)  ในน้ําจืด (ความเค็ม 0 ppt) 
และในน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 
  
 ศึกษาประสทิธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin  ในการยับยัง้การ
เจริญของเชื้อวิบริโอ รวม 109 isolates  โดยเปนเชื้อที่แยกจาก hemolymph และ 
hepatopancreas ของกุงกุลาดําปวย จากสวนตางๆของประเทศไทยที่มีการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
รวม 11 จังหวัด  ไดแก จังหวัดระยอง  ปราจนีบุรี  จันทบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  นครศรีธรรมราช 
สุราษฎรธานี  กระบี่  ตรัง  สงขลา  ปตตานี และเปนเชือ้จากประเทศเวียดนาม 11 isolates   ชนิด
ของเชื้อวิบริโอที่ศึกษาไดแก   V. fluvialis  จํานวน 25 isolates     V.damsela จํานวน 14 isolates    
V. parahaemolyticus  จํานวน 28 isolates   V.alginolyticus จํานวน 9  isolates  V. vulnificus  
จํานวน 16 isolates  และ V. cholerae  จํานวน 16 isolates   
 จากการวิเคราะหดวยโปรแกรม WHONET 5.1 (ภาคผนวก1) พบวาเมื่อทดสอบดวย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ละลายดวยน้ํากลัน่    bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin มีคา 
MIC50  เทากับ 8   2   และ 0.5 µg/ml  ตามลําดับ    คา MIC90 เทากับ 16   64  และ 4 µg/ml  ตาม
ลําดับ ชวงคา MIC อยูระหวาง 2-32   0.5-512  และ 0.5-16 µg/ml ตามลําดับ   เมื่อทดสอบดวย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ซึ่งละลายดวยน้าํทะเล ความเค็ม 30 ppt พบวา bronopol  oxytetracycline 
และ enrofloxacin มีคา MIC50  เทากับ 8  64  และ 16 µg/ml     คา MIC90 เทากับ 16  1024  และ 
256 µg/ml   และชวงคา MIC อยูระหวาง 4-16     8-1024  และ 0.5-512 µg/ml ตามลําดับ  (ตา
รางที ่5)   คา MIC ของเชื้อวิบริโอแตละ isolate แสดงดังตารางที่ 6     กราฟแทงแสดงการกระจาย
ของคา MIC แสดงดังรูปที่ 6 
 
 
 



 
    

  ตารางที่ 5  แสดงคา MIC50    MIC90  และ ชวงคา MIC  ของยา bronopol  oxytetracycline และ 
bronopol เมื่อละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) และน้ํา
ทะเล (ความเค็ม 30 ppt)   
 

MIC50 (µg/ml) MIC90 (µg/ml) MIC range (µg/ml) ชนิดยา 
0 ppt 30 ppt 0 ppt 30 ppt 0 ppt 30 ppt 

Bronopol 8 8 16 16 2 - 32 4  -16 
Oxytetracycline 2 64 64 1024 0.5 - 512 8 - 1024 
Enrofloxacin 0.5 16 4 256 0.5 -16 0.5 - 512 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

ตารางที่ 6 แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลายอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 
 

Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin No. isolate regional 
0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 

1 V.fluvialis กระบี่ 16 16 512 >512 4 128 
2 V.fluvialis กระบี่ 16 8 <1 64 <1 16 
3 V.fluvialis กระบี่ 8 16 32 >512 16 512 
4 V.fluvialis กระบี่ 16 16 256 >512 4 128 
5 V.fluvialis กระบี่ 16 16 32 512 4 128 
6 V.fluvialis กระบี่ 8 16 32 >512 8 512 
7 V.fluvialis กระบี่ 8 8 4 512 <1 16 
8 V.fluvialis กระบี่ 16 16 <1 32 <1 16 
9 V.fluvialis กระบี่ 16 16 128 >512 8 256 
10 V.fluvialis กระบี่ 8 8 4 16 <1 8 
11 V.fluvialis จันทบุรี 8 8 <1 32 4 128 
12 V.fluvialis ระยอง 8 8 32 >512 2 64 
13 V.fluvialis ระยอง 16 8 NA NA <1 32 
14 V.fluvialis ระยอง 16 16 NA NA <1 32 
15 V.fluvialis ระยอง 16 8 <1 32 4 128 
16 V.fluvialis ระยอง 8 8 <1 128 NA NA 
17 V.fluvialis สงขลา 8 8 <1 32 4 256 
18 V.fluvialis นครศรี 16 8 <1 8 <1 16 
19 V.fluvialis ประจวบ 4 8 128 >512 <1 16 
20 V.fluvialis ประจวบ 16 8 2 64 <1 16 
21 V.fluvialis ปตตานี 8 4 4 256 <1 16 
22 V.fluvialis เวียดนาม 16 16 <1 64 <1 8 
23 V.fluvialis เวียดนาม 16 8 2 128 <1 8 
24 V.fluvialis เวียดนาม 8 8 2 64 <1 8 
25 V.fluvialis เวียดนาม 8 16 <1 32 <1 16 
26 V.damsela กระบี่ 16 8 4 16 NA NA 
27 V.damsela ตรัง NA NA 32 64 NA NA 
28 V.damsela ตรัง 16 8 2 8 NA NA 
29 V.damsela ตรัง 16 8 64 >512 <1 8 
30 V.damsela จันทบุรี NA NA 512 >512 NA NA 



 
    

ตารางที่ 6 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 
 

Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin No
. 

isolate regional 
0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 

31 V.damsela จันทบุรี 8 4 4 32 <1 32 
32 V.damsela ชุมพร 16 16 32 512 <1 8 
33 V.damsela ชุมพร 16 8 <1 32 <1 8 
34 V.damsela นครศรี 16 16 NA NA 2 64 
35 V.damsela ปตตานี 8 4 2 256 <1 16 
36 V.damsela เวียดนาม 16 8 16 512 <1 8 
37 V.damsela เวียดนาม 4 8 2 64 NA NA 
38 V.damsela เวียดนาม 4 4 <1 64 <1 8 
39 V.damsela เวียดนาม 4 8 <1 64 <1 8 
40 V.parahaemolyticus กระบี่ 16 16 <1 32 <1 16 
41 V.parahaemolyticus กระบี่ 16 16 32 512 <1 16 
42 V.parahaemolyticus ระยอง 4 8 <1 16 <1  16 
43 V.parahaemolyticus ระยอง 4 4 128 >512 2 64 
44 V.parahaemolyticus ระยอง 16 16 NA NA <1 8 
45 V.parahaemolyticus ระยอง 32 16 NA NA 2 128 
46 V.parahaemolyticus จันทบุรี 8 4 4 32 <1 32 
47 V.parahaemolyticus ชุมพร 16 8 <1 64 <1 8 
48 V.parahaemolyticus ชุมพร 2 8 <1 32 2 16 
49 V.parahaemolyticus ชุมพร 16 16 <1 64 4 256 
50 V.parahaemolyticus สุราษฎร 4 8 <1 64 1 32 
51 V.parahaemolyticus สุราษฎร 8 4 4 64 2 64 
52 V.parahaemolyticus ประจวบ 4 8 128 >512 1 64 
53 V.parahaemolyticus ประจวบ 4 8 <1 32 <1 16 
54 V.parahaemolyticus กระบี่ 8 8 <1 16 <1 2 
55 V.parahaemolyticus สงขลา 4 4 2 128 <1 8 
56 V.parahaemolyticus นครศรี 4 4 2 128 <1 16 
57 V.parahaemolyticus นครศรี 16 8 <1 32 8 256 
58 V.parahaemolyticus ระยอง 16 16 64 >512 <1 16 
59 V.parahaemolyticus ระยอง 4 4 2 64 4 256 
60 V.parahaemolyticus ระยอง 4 8 2 64 4 256 



 
    

ตารางที่ 6 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 
 
No Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin isolate regional 

0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 
61 V.parahaemolyticus ปตตานี 8 16 <1 32 <1 8 
62 V.parahaemolyticus ปตตานี 16 16 <1 32 <1 8 
63 V.parahaemolyticus ปตตานี 4 8 <1 64 2 64 
64 V.parahaemolyticus ปตตานี 16 16 <1 64 2 64 
65 V.parahaemolyticus ปตตานี 4 8 2 128 8 256 
66 V.parahaemolyticus ปตตานี 16 8 <1 16 <1 8 
67 V.parahaemolyticus เวียดนาม 4 8 <1 64 <1 2 
68 V.alginolyticus กระบี่ 4 8 NA NA <1 16 
69 V.alginolyticus กระบี่ 32 32 NA NA <1 8 
70 V.alginolyticus กระบี่ 8 8 8 64 <1 16 
71 V.alginolyticus ระยอง 16 16 <1 128 <1 16 
72 V.alginolyticus  ระยอง NA 16 >512 NA NA 
73 V.alginolyticus นครศรี 16 8 <1 8 <1 8 
74 V.alginolyticus นครศรี 8 16 <1 32 <1 16 
75 V.alginolyticus สงขลา >16 16 <1 16 <1 8 
76 V.alginolyticus เวียดนาม 16 16 2 64 2 128 
77 V.vulnificus กระบี่ 4 4 4 16 < 1 8 
78 V.vulnificus กระบี่ 8 8 NA NA 2 64 
79 V.vulnificus กระบี่ 16 16 <1 >512 4 256 
80 V.vulnificus ตรัง 8 8 <1 64 <1 4 
81 V.vulnificus ตรัง 8 16 32 256 8 256 
82 V.vulnificus ตรัง NA NA <1 16 NA NA 
83 V.vulnificus ตรัง 16 16 32 512 4 128 
84 V.vulnificus ตรัง 8 8 128 >512 <1 8 
85 V.vulnificus ระยอง 4 8 32 >512 4 64 
86 V.vulnificus ชุมพร 16 16 NA NA <1 8 
87 V.vulnificus สงขลา 4 4 32 512 4 128 
88 V.vulnificus กระบี่ 16 8 2 256 <1 8 
89 V.vulnificus กระบี่ 8 8 4 256 <1 16 
90 V.vulnificus ปตตานี 8 4 2 256 <1 8 

NA 



 
    

ตารางที่ 6 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 

 
Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin No. isolate regional 

0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 
91 V.vulnificus ปตตานี 16 16 <1 8 <1 4 
92 V.vulnificus เวียดนาม 16 16 2 64 <1 16 
93 V.cholerae กระบี่ 16 8 <1 64 <1 64 
94 V.cholerae ตรัง 8 8 <1 64 <1 4 
95 V.cholerae ตรัง 8 8 <1 64 <1 <1 
96 V.cholerae ตรัง 16 16 64 512 2 64 
97 V.cholerae จันทบุรี 16 8 64 512 4 256 
98 V.cholerae จันทบุรี 4 4 2 64 <1 16 
99 V.cholerae จันทบุรี 8 8 128 >512 4 64 

100 V.cholerae นครศรี 16 16 <1 16 <1 16 
101 V.cholerae นครศรี 16 8 <1 32 4 256 
102 V.cholerae นครศรี 16 16 NA NA 2 32 
103 V.cholerae นครศรี 16 8 64 512 4 64 
104 V.cholerae นครศรี 16 8 32 512 <1 8 
105 V.cholerae ปราจีน 16 8 <1 16 <1 2 
106 V.cholerae ปราจีน 8 8 <1 16 <1 2 
107 V.cholerae ประจวบ 4 8 <1 32 <1 16 
108 V.cholerae ประจวบ 8 4 <1 16 1 16 
109 V.cholerae เวียดนาม 16 16 2 64 <1 8 

 
NA :  not applicable 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

 
  

 
 

 
 

 
      รูปที ่6  กราฟ
enrofloxacin ในน
 
 จากกราฟ
กระจายของคา M
ในน้าํทะเลความเ
เมื่อทดสอบในอาห
  
bronopol
oxytetracycline 

enrofloxacin 

แสดงการกระจายของคา MIC ของยา bro
้าํจืด (ความเค็ม 0 ppt) และน้ําทะเล (ควา

แสดงการกระจายของคา MIC พบวา bro
IC นอยกวา oxytetracycline   เมื่อเปรียบ
ค็ม 30 ppt พบวา คา MIC ของ oxytetrac
ารเลีย้งเชือ้ที่ผสมน้าํทะเลความเค็ม 30 p
bronopol in seawater
 

r 
oxytetracycline in seawate
 

 
enrofloxacin in sea water
 

nopol   oxytetracycline และ 
มเค็ม 30 ppt) 

nopol และ enrofloxacin มีการ
เทียบระหวางการทดสอบในน้าํจืดและ
ycline  และ enrofloxacin มีคาสูงขึ้น
pt  



 
    

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ในการควบคุมเชื้อ
แบคทีเรียในน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt 
 
 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ในการลด
จํานวนเชื้อแบคทีเรียในน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt พบวาปริมาณของเชือ้แบคทีเรียกลุม bronopol      
8 µg/ml  เร่ิมลดลงเมื่อใสยาได 20 นาท ี(1.61%) และลดลงอยางตอเนื่อง โดยลดลง 56.18% ใน 
70 นาที และ 96.95% ใน 120 นาที  ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุม bronopol  16 µg/ml  ลดลงอยาง
รวดเร็ว (56.71%) ภายใน 20 นาทีแรก และปริมาณลดลงถึง 87.36 และ 96.72% ที่ 70 และ       
90 นาทีตามลาํดับ  เชื้อแบคทีเรียกลุม oxytetracycline 64 µg/ml  ลดลงเมื่อนับปริมาณที่ 50 นาท ี
(41.88%) และลดลง 80.94% ที่เวลา 120 นาท ีและลดลงมากที่สุด (97.54%) ที่เวลา 210 นาท ี   
กลุม enrofloxacin 16 µg/ml  ปริมาณเชื้อแบคทีเรียลดลง 34.48% ใน 20 นาที  ลดลง 80.91% ที่ 
120 นาที และลดลงสูงสุดที ่210 นาที (85.32%)   
  
ตารางที่ 7  แสดงปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้ําระบบปด และการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียหลงัจากการใส  bronopol 8 µg/ml  และ 16 µg/ml   oxytetracycline 64 µg/ml  และ 
enrofloxacin 16 µg/ml   
 

ยาที่ใชทดสอบ 
bronopol  8 µg/ml1 bronopol  16 µg/ml2 Oxytetracycline 64 µg/ml1 Enrofloxacin 16 µg/ml1 

  เวลา  
(นาท)ี 

CFU/ml % CFU/ml % CFU/ml % CFU/ml % 
0 1367 100* 2310 100* 1280 100* 1305 100* 
20 1345 98.39 1000 43.29 1345 105.08 855 65.52 
50 646 47.26 639 27.66 744 58.12 886 66.36 
70 599 43.82 292 12.64 722 56.41 838 64.21 
90 424 31.02 75.7 3.28 837 65.39 896 68.66 

120 41.7 3.05 16.1 0.70 244 19.06 249.2 19.09 
150 33.8 2.47 4.74 0.20 296 23.12 248.4 19.03 
180 23.05 1.69 2 0.09 265.6 20.75 366 28.04 
210 9.5 0.69 1.15 0.05 31.56 2.46 191.6 14.68 
240 6.02 0.44 1.42 0.06 232.8 18.19 304.4 23.32 

1 MIC50 
2 MIC90 
* % เชื้อแบคทีเรียเมื่อเร่ิมตนการทดลองคิดเปน 100% 
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รูปที่ 7   กราฟแสดงการลดลงของปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย (x103CFU/ml) ในการทดลองระบบปด      
เมื่อใส   •  bronopol 8 µg/ml  และ     •  bronopol 16 µg/ml     • oxytetracycline 64 µg/ml    
และ  • enrofloxacin 16 µg/ml   
 
 จากกราฟปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลทุกกลุมการทดลองลดลงเมือ่ใสยาได 20 นาที 
แตในกลุม oxytetracycline 64 µg/ml เร่ิมพบการลดลงของปริมาณเชื้อแบคทีเรียที ่ 50 นาที   
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียของกลุม bronopol  16 µg/ml  ลดลงมากกวาทุกกลุมการทดลองทุกจุดเวลา
ที่เก็บตัวอยางน้ํามาตรวจ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเชื้อวิบริโอในสัตวทดลอง (in vivo) 
 
 แยกเชื้อจากกุงแชบวย จําแนกชนิดของเชือ้ดวยชุดตรวจ API   ไดผลเปนเชื้อ  
V. parahaemolyticus (ภาคผนวก 2)  จึงนําเชื้อที่ไดมาศึกษาตอในลูกกุงระยะ PL15 

ปริมาณ total vibrio count ของลกูกุงแตละกลุมเมื่อครบ 24 ชั่วโมง แสดงดังตารางที่ 8  
จากผลการทดลองตรวจพบเชื้อวิบริโอในลกูกุงกลุมควบคุมซึ่งเลี้ยงดวยน้ําทะเลปกต ิ และกลุมที่ใส 
bronopol  ซึง่อาจแสดงถึงปริมาณเชื้อ opportunistic vibrio ที่มีอยูแลวในตัวลูกกุง   เมื่อเปรียบ
เทียบปริมาณเชื้อวิบริโอในกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  ในน้าํทะเล (43x104 CFU/ตัว) กับ
ลูกกุงกลุมควบคุม (62.5x102 CFU/ตัว) พบวาลูกกุงกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus มีปริมาณ
เชื้อวิบริโอเพิม่มากขึ้น  ซึ่งเกดิจากการติดเชื้อวิบริโอจากน้ําทะเลที่ใชเลี้ยงลูกกุง 

เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณเชือ้วิบริโอ  ในลกูกุงกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  
(43x104 CFU/ตัว) และกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus และหลังจากครบ 1 ชั่วโมง ใส 
bronopol 8 µg/ml (23.1x103CFU/ตัว)  พบวาลูกกุงกลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อวิบริโอนอย
กวากลุมที่ไมใสยา  ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบกับผลการนบัปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลของแตละ
กลุม พบวาในน้ําทะเลของกลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียนอยกวากลุมที่ไมใส   แสดง
วาการที่ bronopol มีผลลดปริมาณเชื้อวิบริโอของลูกกุงในกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus 
และหลังจากครบ 1 ชั่วโมง ใส bronopol 8 µg/ml  เกิดจากลกูกุงติดเชื้อวิบริโอจากน้าํทะเลลดลง 

จากการเก็บตัวอยางน้าํทะเลในโหลทดลองเพื่อหาปริมาณ total bacteria count ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl  เมื่อครบ 2  6  10  16  20  และ 24 ชั่วโมง   ปริมาณเชื้อแบคทีเรียของแต
ละกลุมการทดลองแสดงดังตารางที ่ 8    พบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําทะเลในกลุมควบคุมอยู
ระหวาง 23.55 x 104 CFU/ml ถึง 58.70 x 104 CFU/ml   กลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียอยูระหวาง 6x102 ถึง 21x103 CFU/ml   กลุมที่ใสเชือ้วิบริโอพบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
อยูระหวาง 13.65 x 105 ถึง 51.2 x 106 CFU/ml  กลุมที่ใสเชื้อวบิริโอ และ  bronopol มีปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียอยูระหวาง 10x103 ถึง 51.2x106 CFU/ml โดยพบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรียลดลง > 99% 
เมื่อนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ 6 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อแบคทีเรียเมื่อเร่ิมตนการทดลอง       
 
 
 
 
 



 
    

ตารางที่ 8 ปริมาณ total vibrio count จากลูกกุง postlarva 15 (x 102 CFU/ตัว)  และปรมิาณ 
total bacteria count  จากน้ําทะเล  (x 102 CFU/ml)   จากการทดสอบประสิทธิผลของ bronopol 
ในการควบคุมเชื้อวิบริโอในลกูกุง postlarva ในระบบปด 
 

เวลา (ชม.) กลุมควบคุม1 bronopol2 Vibrio3 Vibrio+ bronopol4 
total vibrio count ใน postlarva (x102/ตัว) 

24 62.5 121 4300 231 
total bacterial count in sea water (x 102 CFU/ml) 

0 NA NA  512000 512000 
2 3235 210 420000 123500 
6 5870 6 307500 350 
10 3305 9.5 226000 700 
16 2355 83 239000 121 
20 NA 31.9 259000 100 
24 5620 165 136500 110 

 
1 น้ําทะเลความเค็ม 30 ppt 
2 ใส bronopol 8 µg/ml   
3 ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  ประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml 
 4 ใส V. parahaemolyticus  ประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml และหลงัจากนั้น  1 ชั่วโมง   
   ใส  bronopol 8 µg/ml           
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

2. การศึกษาความเปนพษิของ bronopol 
 
การศึกษาพษิเฉียบพลันของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ bronopol ที่ทําใหกุง
กุลาดําวยัออนตายครึ่งหนึง่ ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal concentration 50; LC50) 
 
การทดลอง LC50 ในลกูกุงกุลาดําระยะ protozoea II 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea II ในโหลทดลองซึ่งม ีbronopol ความเขมขน 0  2  4  6 และ  
8 µg/ml  จากการสังเกตอาการของลูกกุงทุก 1  2  3  4  5  6  8  10  12  17  21  และ 24 ชั่วโมง  
พบวาเมื่อเวลาผานไป 1 ชั่วโมง ลูกกุงในทุกกลุมการทดลองยังเคลื่อนที่ไดดี และวายน้ําเขาหาแสง   
ในชั่วโมงที่ 3 พบวาลกูกุงกลุม 8 µg/ml  เร่ิมมีการเคลื่อนที่เขาหาแสงชาลง  ขณะที่ลูกกุงกลุม        
4 และ 6 µg/ml เร่ิมมีการวายน้าํชาลงในชั่วโมงที ่8   และลูกกุงกลุม 2 µg/ml ไมแสดงอาการตาง
จากกลุมควบคุมตลอดการทดลอง   
 ลูกกุงระยะ protozoea ตาย 100% ที่ความเขมขนของ bronopol มากกวา 6 µg/ml และ
เร่ิมมีการตายมากกวากลุมควบคุมที่ความเขมขน 4 µg/ml   จํานวนลกูกุงตายเมื่อแช bronopol 
ความเขมขน 0  2  4  6  และ 8 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมงเทากับ  44   33   124   200  และ 200 
ตัว ตามลําดับ  โดยจาํนวนลูกกุงที่นาํมาทดสอบกลุมละ 200 ตัว  อัตราการตายของลูกกุงแสดงดงั
ตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9    การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea II  แสดง
อัตราการตายของลูกกุงระยะ เมื่อแช bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

จํานวนลกูกุงตาย % ลูกกุงตาย  ความเขมขนของ 
 Bronopol  (µg/ml) การทดลองที ่1 การทดลองที ่2  

0 25 19 22 
2 7 26 16.5 
4 62 62 62 
6 100 100 100 
8 100 100 100 

* จํานวนลูกกุงตายคิดจากจาํนวนลกูกุงที่ใชทดสอบ 100 ตัวลบดวยจํานวนลูกกุงที่รอดชีวิตเมื่อครบ 
24 ชั่วโมง 
 



 
    

การทดลอง LC50 ในลกูกุงกุลาดําระยะ postlarva 6 (PL6) 
 
 เลี้ยงกุงกุลาดาํระยะ PL6 ในโหลทดลองซึ่งมี bronopol ความเขมขน 0  2  4  8  16  32 
และ 40 µg/ml  ความเขมขนละ 100 ตัว  นบัจํานวนลกูกุงตายและเอาออกจากโหลทดลองเปน
ระยะทกุ 1  3  6  14  18  21 และ 24 ชั่วโมง  พบวาลูกกุง PL6  กลุม 16  32 และ 40 µg/ml  เร่ิมมี
การตายเมื่อสังเกตที ่1 ชั่วโมงหลงัแช bronopol  โดยจํานวนลูกกุงตายเทากับ 1  2 และ 3 ตัว ตาม
ลําดับ  ลูกกุงกลุมควบคุมเร่ิมมีการตายเมือ่สังเกตทีช่ั่วโมงที ่14 จํานวน 1 ตัว  กลุม 2 µg/ml   เร่ิม
ตายที่ชัว่โมงที ่21  จาํนวน 1 ตัว  กลุม 4 µg/ml   เร่ิมตายทีช่ั่วโมงที่  14 จํานวน 2 ตัว  และกลุม     
8 µg/ml  เร่ิมตายที่ชั่วโมงที ่ 14  จํานวน 3 ตัว    จํานวนลกูกุงตายและอัตราการตายของลูกกุง
แสดงดังตารางที ่10 
 
 ตารางที ่10  การทดสอบความเปนพิษเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ PL6  แสดงอัตรา
การตายของลกูกุงเมื่อแช bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

 
* จํานวนลูกกุงที่ใชทดสอบ เทากับจํานวนลูกกุงที่รอดชีวติเมื่อครบ 24 ชั่วโมง รวมกับจํานวนลกูกุง
ตายสะสมที่ 24 ชั่วโมง 

จํานวนลกูกุงตาย/จํานวนลูกกุงที่ทดสอบ* ความเขมขนของ 
 bronopol  (µg/ml) การทดลองที ่1 การทดลองที ่2 

% ลูกกุงตาย 

0 5/45 4/39 10.68 
2  2/41 3/39 4.28 
4  3/44 2/45 5.63 
8  4/46 6/46 10.865 
16  33/50 26/48 60.085 
32  39/43 48/50 93.35 
40  48/50 50/50 98 

 
 

 
 

 



 
    

การทดลอง LC50 ในลกูกุงกุลาดําระยะ postlarva 18 (PL18) 
 
 เมื่อแชลูกกุงระยะ PL18 ใน bronopol ความเขมขน 0  5  15  30  40  50  และ 100 µg/ml 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  สังเกตอาการและนับจํานวนลูกกุงตายเปนระยะทกุ  1  2  4  8  12  15  18  
22  และ 24 ชั่วโมง   ไมพบลูกกุงตายในกลุมควบคุมและกลุม 5 µg/ml  ตลอดการทดลอง  ลูกกุง
กลุม 15 µg/ml  เร่ิมมีการตายที ่ 8 ชั่วโมง  กลุม 30 และ 40 µg/ml  เร่ิมตายที ่ 8 ชั่วโมง   กลุม      
30 และ 40 µg/ml  เร่ิมตายที่ 4 ชั่วโมง  กลุม 50 และ 100 µg/ml เร่ิมมีลูกกุงตายตัง้แตชั่วโมงแรก   
อัตราการตายของลุกกุงแสดงดังตารางที่ 11  
 
 
ตารางที่ 11  การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ PL18 แสดงอัตรา
การตายของลกูกุง  เมื่อแชดวย bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

จํานวนลกูกุงตาย/ จํานวนกุงทีท่ดสอบ * ความเขมขนของ 
bronopol  (µg/ml) การทดลองที่ 1  การทดลองที่ 2 การทดลองที่ 3 

%ลูกกุงตาย 

0 0/48 0/41 0/43 0 
5 0/50 0/43 0/48 0 
15 1/41 2/39 2/49 3.87 
30 6/41 14/49 6/41 19.85 
40 10/46 13/48 19/46 30.00 
50 12/36 25/46 22/47 45.74 

100 41/47 43/50 35/46 83.22 
 
* จํานวนลูกกุงที่ใชทดสอบ เทากับจํานวนลูกกุงที่รอดชีวติเมื่อครบ 24 ชั่วโมง รวมกับจํานวนลกูกุง
ตายสะสมที่ 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 8   การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุง  กราฟแสดงเสนแนวโนม
อัตราการตายของลูกกุงระยะ   • protozoea II   • PL6  และ   • PL18      เมื่อแชดวย bronopol 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เสนประแสดงคา LC50     
 

กราฟเสนแสดงใหเห็นวาเมื่อความเขมขนของ  bronopol  มากขึ้น อัตราการตายของลูกกุง
จะสูงขึ้นโดยลกูกุงระยะ protozoea มีความทนทานตอ bronopol นอยกวาลกูกุงระยะ postlarva  
จากการคํานวณดวยโปรแกรม Probit analysis ไดคา LC50 ของ bronopol เมื่อแชในลูกกุงกุลาดํา
ระยะ protozoea II เทากับ 2.9 µg/ml  (ภาคผนวก 3)   ระยะ PL6 เทากับ 16.44 µg/ml   (ภาค
ผนวก 4)   เปนเวลา 24 ชั่วโมงเทากับ 61.34 µg/ml  (ภาคผนวก 5) 
 
 
  
 

 
 
 
 



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกลุาดําวัยออน 
 
การศึกษาในลูกกุงระยะ protozoea  
 
 เมื่อเร่ิมตนการศึกษาลูกกุงอยูในระยะ protozoea II  เมื่อเลีย้งครบ 24 ชั่วโมง นําลูกกุงที่
รอดชีวิตมาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  ความเขมขนละ 20 ตัว  พบวาลูกกุงกลุมควบคุมสามารถ
เขาสูระยะ  protozoea III ไดตามปกติ ทั้ง 20 ตัว  ขณะที่กลุมแช bronopol 2 µg/ml และ 4 µg/ml 
เขาสูระยะ protozoea III ได 19 ตัว (95%) และ 6 ตัว (30%) ตามลําดับ  (ตารางที ่12) 
 
ตารางที่ 12  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea 
แสดงจํานวนลูกกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจรญิเขาสูระยะ protozoea III เมื่อตรวจระยะที่ 
24 ชั่วโมง   

bronopol (µg/ml) จํานวนลกูกุงที่เขาระยะ protozoea III / จํานวนที่สุมตรวจ  
0 20/20   
2 19/20   
4 6/20   
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รูปที่ 9  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea กราฟ
แสดงจํานวนลูกกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจรญิเขาสูระยะ protozoea III เมื่อตรวจระยะที่ 
24 ชั่วโมง 



 
    

การศึกษาในลูกกุงระยะ mysis 
 
 เมื่อเร่ิมตนการศึกษาลูกกุงอยูในระยะ mysis I  เมื่อเลี้ยงครบ 24 ชั่วโมง นําลูกกุงที่รอด
ชีวิตมาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน  ความเขมขนละ 10 ตัว  พบวาลูกกุงกลุมควบคุมสามารถเขาสู
ระยะ mysis II ไดทั้งหมด 10 ตัว  ขณะที่ลูกกุงกลุมแช bronopol  ความเขมขน 0  2  3  4  5  และ 
6  µg/ml เขาสูระยะ mysis II ได  8  3  2  0  และ 0 ตัว ตามลําดับ  ผลดังแสดงในตารางที่  13 
 
ตารางที่ 13   การทดสอบความเปนพิษกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอลูกกุงระยะ mysis  แสดง
จํานวนลกูกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง   
 

bronopol (µg/ml) จํานวนลกูกุงที่เขาระยะmysis II / จํานวนที่สุมตรวจ 
0 10/10  
2 8/10   
3 3/10   
4 2/10   
5 0/10   
6 0/10   
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รูปที่ 10 การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ mysis  กราฟแสดง
จํานวนลกูกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง   



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกลุาดําระยะ postlarva 
 
เมื่อลูกกุงสัมผัส bronopol ครบ 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางลกูกุงจากกลุม control และกลุม

แช bronopol 8 µg/ml     ตรวจทางจุลพยาธวิทิยากลุมละ 10 ตัว  ไมพบความแตกตางทาง        
จุลพยาธิวทิยา  (รูปที่ 11) 

 
 
 
 
 
 
 
              (1)                                                                     (2) 

 
 

 
 
 

 
 
                                       (3)                                                   (4) 

 
รูปที่ 11  ภาพทางจลุพยาธิกายวภิาคของเนื้อเยื่อ hepatopancreas และ เหงือกของลูกกุงกลุม
ควบคุมการทดลอง และลูกกุงที่สัมผัส bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (H&E 
stain, Davidson’s fixative, 400x) 
 
(1) (2) hepatopancreas ของลูกกุงระยะ postlarva 15 แสดงการเรียงตัวของ tubular cells  และ 
fat goblets ใน  hepatopancreatic cells   ไมพบพยาธิสภาพในกลุมควบคุมการทดลอง (1) และ
กลุมที่แชใน bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (2)  
(3)(4)  gill filament ของลูกกุงระยะ postlarva 15  ลูกศรแสดง circulating hemocyte   ไมพบ
พยาธิสภาพในกลุม กลุมควบคุมการทดลอง (3, longitudinal section) และกลุมที่แชใน bronopol 
ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (4, cross section)  



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวยัออน ไดแก   chaetoceros   rotifer 
และ artemia 
 
การศึกษาใน chaetoceros 
 การศึกษาของ bronopol ตอ chaetoceros เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ      
16 µg/ml เนือ่งจากเปนความเขมขนที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตาม
ลําดับ  นับจํานวน chaetoceros ในโหลทดลองดวย hemocytometer ทุก 0  4  10  18 และ       
24  ชั่วโมง  ไดจํานวน chaetoceros  (cells/ml) ดังตารางที่ 14   จํานวน chaetoceros ในกลุม
ควบคุมลดลงเมื่อนับจํานวนที่ชั่วโมงที ่ 4 และ 10  และเพิ่มสูงขึ้นในชั่วโมงที ่ 18 และ 24   ขณะที่
กลุม 8 µg/ml และ 16 µg/ml จํานวน chaetoceros ลดลงอยางตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที่ 4 จนถงึ            
24 ชั่วโมง  โดยกลุม 8 µg/ml จํานวน chaetoceros ลดลง 17.31% เมื่อครบ 24 ชั่วโมง จํานวน 
chaetoceros  ของกลุม 16 µg/ml ที่ 10  18  และ 24 ชั่วโมง ลดลง 51.37%   80.36%  และ 
89.67% ตามลําดับ  จากการสังเกตสีของน้ําทะเลที่ทาํการทดลองเมื่อครบ 24 ชั่วโมงพบวา         
น้ําทะเลของกลุม 16 µg/ml จะใสกวากลุมควบคุมอยางเหน็ไดชัด  เนื่องจาก chaetoceros ที่ตาย
จะตกตะกอนลงกนโหลทดลอง  ขณะทีน่้ําทะเลในกลุมควบคุมเปนสีน้ําตาลเขม  และน้ําทะเลใน
กลุม 8 µg/ml มีสีน้าํตาลออนกวากลุมควบคุม   
 
ตารางที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน แสดง
การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ chaetoceros  ในระบบปด หลังจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  
และ 16 µg/ml  

จํานวน chaetoceros (cells/ml) ความเขมขนของ 
bronopol (µg/ml) 0 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 10 ชั่วโมง 18 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 

0 63.5 57.62 58.00 74.87 82.12 
0 63.5 61.87 51.62 67.00 72.50 

คาเฉลี่ย 63.5 56.74 54.81 70.93 77.31 
8 44.87 59.37 51.00 40.50 34.75 
8 49.75 43.87 48.12 46.75 43.50 

คาเฉลี่ย 47.31 51.62 49.56 43.62 39.12 
16 55.75 56.25 26.50 7.00 3.87 
16 49.37 51.00 24.62 13.12 7.00 

คาเฉลี่ย 52.56 53.62 25.56 10.06 5.43 
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รูปที่ 12  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ chaetoceros  ในระบบปด หลังจากใส  bronopol  ความเขม
ขน     •  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml   
 
 จากกราฟจาํนวน chaetoceros ในกลุม 8 และ 16 µg/ml มีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตัง้
แตชั่วโมงที่ 4 จนถงึ 24 ชัว่โมง  โดยกลุม 16 µg/ml  ลดลงมากที่สุด 
 
 
การศึกษาใน rotifer 
 

การศึกษาของ bronopol ตอ rotifer เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml 
เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตามลําดับ เกบ็
ตัวอยางน้าํทะเลในโหลทดลองมานับปริมาณ rotifer เปนระยะ   เมื่อเวลาผานไปพบวาจาํนวน 
rotifer ในทุกกลุมการทดลองลดลงตามลําดับ โดยกลุมควบคุมลดลง 14.92  22.01  59.33  และ 
68.66%     กลุม 8 µg/ml ลดลง 17.95  40.65  67.83 และ 72.57%   และกลุม 16 µg/ml ลดลง 
71.81  85.02  93.61  และ 92.29%  ที ่0  4  8  20 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ  ผลการทดลองแสดง
ถึงการลดลงของจํานวน rotifer ในกลุม 8 และ 16 µg/ml มากกวากลุมควบคุมทุกชวงเวลา โดย
จํานวน rotifer ในกลุม 16 µg/ml ลดลงมากกวากลุมควบคุมอยางเหน็ไดชัดตั้งแต 4 ชั่วโมงแรก 

 



 
    

ตารางที ่15  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน แสดง
การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ rotifer ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  และ 
16 µg/ml  

 
จํานวน rotifer (cells/ml) ความเขมขนของ 

bronopol (µg/ml) 0 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง  8 ชั่วโมง 20 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 
0 550 475 550 355 285 
0 790 665 495 190 135 

คาเฉลี่ย 670 570 522.5 272.5 210 
8 925 605 460 180 120 
8 1080 1040 730 465 430 

คาเฉลี่ย 1002.5 822.5 595 322.5 275 
16 1110 260 195 95 130 
16 1160 380 145 50 45 

คาเฉลี่ย 1135 320 170 72.5 87.5 
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รูปที่ 13  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ rotifer ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol ความเขมขน 
 •  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml    
 จากกราฟ จํานวน rotifer ในทุกกลุมการทดลองลดจํานวนลงเมื่อเวลาผานไป  โดยจํานวน 
rotifer กลุม 8 และ 16 µg/ml ลดลงมากกวากลุมควบคมุ 



 
    

การศึกษาใน artemia 
 

การศึกษาของ bronopol ตอ artemia เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml 
เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตามลําดับ เกบ็
น้ําทะเลในโหลทดลองมานบัปริมาณ artemia ทุก 0  4  8  และ 24 ชั่วโมง  ไดผลดังตารางที่ 16  
 เมื่อเวลาผานไป จํานวน artemia ในทกุกลุมการทดลองไมมีการเปลี่ยนแปลงทีเ่ห็นไดชัด
เจน โดยเมื่อครบ 24 ชั่วโมง  จํานวน artemia ในกลุมควบคมุ  กลุม 8 และ 16 µg/ml  ลดลง 6%  
3.19% และ 16.32% ตามลาํดับ 

 
ตารางที่ 16   การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน 
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ artemia ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  
และ 16 µg/ml  
 

จํานวน artemia (cells/ 10ml) ความเขมขนของ 
bronopol (µg/ml) 0 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 8 ชั่วโมง  24 ชั่วโมง 

0 23.5 22 24 23.5 
0 26.5 28 23.5 23.5 

คาเฉลี่ย 25 25 23.75 23.5 
8 23.5 23 25.5 23.5 
8 23.5 22.5 22.5 22 

คาเฉลี่ย 23.5 22.75 24 22.75 
16 22 22 21 19.5 
16 27 21 23.5 21.5 

คาเฉลี่ย 24.5 21.5 22.25 20.5 
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รูปที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ artemia ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol ความเขมขน 
•  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml   
 
 จากกราฟ จํานวน artemia ของทุกกลุมการทดลองไมแตกตางกนัมาก  โดยกลุม 16 µg/ml 
มีจํานวน artemia ลดลงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมและกลุม 8 µg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 5 
 

อภิปรายผล  สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
 
 

 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอที่กอโรคในกุง
กุลาดําในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการหาคา MIC  พบวาความเขมขนของ  bronopol  ที่
สามารถยับยัง้เชื้อวิบริโอไดอยูในชวง 2-32 µg/ml    เมื่อเปรียบเทียบประสทิธผิลของ bronopol กับ 
oxytetracycline และ enrofloxacin พบวา oxytetracycline มีคา MIC อยูในชวงกวางกวา 
bronopol และ enrofloxacin   เนื่องจาก oxytetracycline เปนยาทีม่ีการใชในการเพาะเลีย้งสัตว
น้ําเปนเวลานาน  นิยมใชในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดําอยางแพรหลายโดยมีการใชทัง้ในพอแมพนัธุ 
ไข กุงวยัออน และกุงโตเต็มวัย ทาํใหเชือ้แบคทีเรียบางสวนเกิดความตานทานตอยาขึ้น (Angka, 
1997)  ซึง่ผลการทดลองนีส้อดคลองกับการศึกษาของ Inglish et al. (1997)  ซึ่งพบวาเชื้อวิบริโอ
จากกุงกุลาดําที่แยกไดจากประเทศไทย มีความตานทานตอยา oxytetracycline สูง  เชนเดียวกับ
ประเทศมาเลเซีย    การศกึษาของ Ruangsri และคณะ (2004) ซึ่งทดสอบถงึความไวของเชื้อ
แบคทีเรียชนิด V. harveyi  10 isolates ที่แยกไดจากกุงกุลาดําที่ปวยเปนโรคที่เกบ็ตัวอยางจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา สตูล และปตตาน ีพบวา 60% ของเชื้อมีความตานทานตอ
ยา   
 เมื่อเปรียบเทยีบผลการศึกษาชวงคา MIC ของ oxytetracycline และ enrofloxacin ของ
การศึกษาครั้งนี้กับการศึกษาของ Mohney และคณะ (1992) พบวาใกลเคียงกันโดยการศึกษาของ  
Mohney และคณะ (1992) ในเชื้อวิบริโอจํานวน 13 isolates ที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวยจาก  
ฮาวาย เทกซสั อริโซนา เอกวาดอร ญีปุ่น และไทย ไดคา MIC ของ oxytetracycline และ 
enrofloxacin อยูในชวง 0.25-120.0  µg/ml   และ 0.1-10.0 µg/ml    ใกลเคียงกบัการศึกษาของ 
Ruangpan และ Kitao (1992) ในเชื้อวิบริโอที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวยจํานวน 205 isolates ซึ่งได
คา MIC ของ oxytetracycline อยูในชวง0.2-100 µg/ml   คา MIC50 และ MIC90 เทากับ 4.8 และ 
37.5 µg/ml   และการศึกษาของ Ruangpan และคณะ (1995) ในเชื้อวิบริโอที่แยกไดจากตะกอน
ดินของบอเลี้ยงกุงกุลาดาํจํานวน 135 isolates ไดคา MIC ของ oxytetracycline เทากบั 0.025- 
>100 µg/ml   คา MIC50 และ MIC90 เทากบั 12.5 และ > 100 µg/ml ตามลําดับ   
 การศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลในการยบัยั้งเชือ้วิบริโอของ   bronopol  
oxytetracycline และ enrofloxacin พบวา คา MIC50 และ MIC90 ของ oxytetracycline และ 
enrofloxacin เพิ่มมากขึ้น แสดงใหเห็นวา    น้ําทะเลความเค็ม 30ppt มีผลทําใหประสิทธิผลของ



 
    

ยาทัง้ 2 ชนิด ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอลดลง  แตไมมีผลตอ bronopol ซึ่งคา MIC50 และ MIC90 ไม
เปลี่ยนแปลง    

Torkildsen และคณะ (2000) และ Lunestad และ Samuelsen (2001) อธิบายวา         
น้ําทะเลมีผลทําใหการออกฤทธิ์ตอตานเชือ้แบคทีเรียของยาบางชนิดลดลงเนื่องจากน้ําทะเลมีแร
ธาตุตางๆเปนสวนประกอบมากมาย  เชน โซเดียม โพแทสเซียม  แคลเซียม และแมกนีเซยีม ซึง่มี
ประจุบวกเปนหลัก  มีผลตอสรีรวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย หรือสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือ
ยามีผลตอยาหรือสารเคมีโดยตรง   ซึง่ทาํใหความไวรับของเชื้อแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพและคา 
MIC เปลี่ยนแปลงไป  

การออกฤทธิ์ของยาตานจุลชีพมีความเกีย่วของกับ permeability ของ cell envelope โดย
การลด permeability ของเซลล  ทําใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยา และการเพิม่ 
permeability ของเซลลทาํใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความไวรับตอยา     สวนประกอบในน้าํทะเลมีอิทธิ
พลตอสรีรวิทยาของเซลลแบคทีเรีย    โดยปกตนิ้ําทะเลที่ความเค็ม 35 ppt ประกอบดวย             
54 mMMg2+ และ 10mMCa2+  ซึ่ง divalent cation นีม้ีสวนอยางมากตอการลดประสิทธิภาพของ
ยาตานจุลชีพ  โดยโมเลกุลซ่ึงมีประจุลบของ lipopolysaccharide  layer (LPS)  ซึ่งเปนสวน outer 
membrane ของแบคทีเรียแกรมลบ จะถกู neutralised โดยประจุบวกจากน้าํทะเล ทําใหเซลลลด 
permeability ตอยาตานจุลชีพซึ่งเปนโมเลกุลประจุบวก  (Lunestad and Samuelsen, 2001) 

การศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลของ oxytetracycline สอดคลองกับรายงานของ 
Lunestad and Samuelsen (2001) ที่กลาวถงึการศึกษาคา MIC โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อผสมน้ํา
ทะเล พบวาคา MIC ของยา oxytetracycline  เพิ่มข้ึนจากการทดสอบที่ใชอาหารเลี้ยงเชื้อไมมี 
Mg2+ หรือ Ca2+ ถึง 10 เทา   และรายงานของ Torkildsen และคณะ (2000) ซึ่งอธบิายวา โมเลกลุ
ของยากลุม tetracycline มีสวน binding sites จํานวนมาก  ที่มีความสามารถในการจับกับประจุ
บวก divalent และ trivalent เปน stable complex ซึ่งมีผลใหฤทธิ์ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียของ
ยาลดลง 
 จากการศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในหลอดทดลอง พบวา bronopol สามารถยบัยั้ง
เชื้อวิบริโอได และน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ซึ่งเปนความเค็มที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําวัยออนไมมีผลตอ
การออกฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อวิบริโอของ bronopol จึงทําการศึกษาขั้นตอไป  ไดแก การศึกษาความเปน
พิษเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน   จากคา Lethal Concentration 50 ที่ 24 ชั่วโมง 
พบวาไมสามารถใช bronopol ขนาด 8 µg/ml (คา MIC50)  ในลูกกุงระยะ protozoea II เนื่องจาก
ลูกกุงมีอัตราการตาย 100% เมื่อแชยาภายใน 24 ชั่วโมง   แตสามารถใชในลูกกุงระยะ PL6 และ 
PL18 ได   โดยเมื่อลูกกุงเจรญิเติบโตขึ้นจะมีความทนทานตอ bronopol มากขึ้น    



 
    

 การศึกษาพิษกึ่งเฉียบพลันของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea II และ mysis I พบวา 
bronopol ความเขมขน > 2 µg/ml  มีผลตอการเปลี่ยนระยะของลกูกุง  โดยพบวาลูกกุงที่แชดวย 
bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมงมกีารเปลีย่นระยะชากวาปกติ   และการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาใน
ลูกกุงระยะ PL15 พบวา bronopol ความเขมขน 8 µg/ml (MIC50) ไมมีผลตอ hepatopancreas 
และ เหงือกของลูกกุง 
 การใชยาในกุงวัยออนนอกจากจะตองศึกษาผลความเปนพิษของยาตอตัวกุงแลว  ผลตอ
อาหารลกูกุงมคีวามสาํคัญมีความสาํคัญเชนกนั เนื่องจากลูกกุงวัยออนกนิอาหารตลอดเวลา และ
กินอาหารที่มชีีวิต  การศึกษาผลของ bronopol ตอ chaetoceros (อาหารลูกกุงระยะ protozoea)  
rotifer (อาหารลูกกุงระยะ mysis) และ artemia (อาหารลูกกุงระยะ postlarva)  พบวา bronopol 
ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml  (MIC50 และ MIC90)  มีผลทําใหจํานวน chaetoceros  และ rotifer 
ลดลง ขณะที่ไมมีผลตอ artemia   
 จากผลการศึกษาพษิเฉียบพลันและกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน และ
การศึกษาพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารลูกกุง พบวาไมควรใช bronopol ในลูกกุง
ระยะ protozoea และ mysis  เนือ่งจากลกูกุงไมสามารถทนตอ bronopol ที่ความเขมขน 8 µg/ml 
( MIC50)  นอกจากนี้ bronopol ยังมีผลตอการเปลี่ยนระยะของลูกกุง  และมีผลตอแพลงกตอนที่
เปนอาหารลูกกุง   
 เนื่องจาก bronopol ความเขมขน 8 µg/ml ไมทาํใหเกิดการตายของลูกกุงระยะ PL6 และ 
PL18  และไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา จงึเลือกใชความเขมขนนี้มาศึกษา
ตอถึงการนํา bronopol มาใชควบคุมเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดําระยะ postlarva   ซึ่งผลการทดลองพบ
วาการใหลูกกุงระยะ PL แช bronopol  ความเขมขน 8 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง สามารถปองกนั
การติดเชื้อวิบริโอของลูกกุงจากน้ําที่ใชเลีย้ง โดยการลดปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้าํ แตการใช 
bronopol ไมสามารถลดปรมิาณเชื้อวิบริโอที่มีอยูแลวในตัวกุงได  ดงันั้นการใช bronopol จึงควรใช
เพื่อเปนการปองกันโรคมากกวาการใชเพือ่รักษา   
 การศึกษาสาเหตุของการติดเชื้อวิบริโอในกุงกุลาดาํวัยออนของ     Eduardo และคณะ 
(1998) พบวา เชื้อวิบริโอเขาสูตัวกุงไดโดยการกนิ และจากการทีม่ปีริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําสูง
เกินไป  ดงันัน้เมื่อกุงมีการกินเชื้อวิบริโออยางตอเนื่อง ทาํใหเกิดการ colonization  ของเชื้อในทาง
เดินอาหารขึ้น  การศึกษาเพื่อเปรียบเทยีบปริมาณเชือ้แบคทีเรียระหวางกุงกลุมทีเ่ปนโรค และไม
เปนโรค พบวากุงกลุมที่แสดงอาการของโรคมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียมากกวากุงกลุมปกติ  แสดงวา
การเพิม่ข้ึนของปริมาณเชื้อแบคทีเรียกอใหเกิดโรคในกุง โดยการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียใน 
hepatopancreas จะไปแทนที ่ normal flora ในทางเดนิอาหาร ทาํใหมีผลตอประสิทธิภาพในการ
ยอยอาหาร     การศึกษาปริมาณเชื้อแบคทีเรียพบวากุงที่มเีชื้อวิบริโอ 102 CFU/hepatopancreas  



 
    

ไมแสดงอาการเกิดโรค อยางไรก็ตามการเกิดโรคขึน้กับปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้าํดวย  เนื่อง
จากเปนแหลงของเชื้อแบคทเีรียที่จะเขาสูตัวกุงได  โดยควรรักษาระดับของเชื้อวบิริโอในน้าํที่ใช
เลี้ยงกุง ไมใหเกิน 102 CFU/ml  ดังนั้นการใชยาตานจุลชีพจึงไมมีความจาํเปนถาสามารถควบคุม
ปริมาณเชื้อในน้ําและในตัวกุงได การปองกัน เชน การรกัษาสภาพน้าํที่ใชเลี้ยงกุงใหเหมาะสม และ
มีการจัดการการใหอาหารทีด่ีจึงเปนทางทีไ่ดผลดีกวา      ดังนัน้จงึอาจใช bronopol เมื่อพบวาใน
บอเลี้ยงมีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียสูงกวาปกติเพื่อเปนการลดการติดเชื้อในกุงวัยออนได 
 นอกจากการใช bronopol เพือ่ปองกันการติดเชื้อวิบริโอของกุงกุลาดําวัยออนจากน้าํที่ใช
เลี้ยงแลวยังอาจใชในการลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกนิ  โดยมีการศึกษา
ชนิดของเชื้อวบิริโอในกุงกุลาดําวยัออนของ Thanasomwang และคณะ (1995)  พบวาระยะของ
ลูกกุงที่พบวามีปริมาณเชื้อวิบริโอรวมสูงสุดคือ ระยะ mysis II โดยมีปริมาณเชื้อวิบริโอภายนอกตัว
และภายในตัวเทากับ  1.6x103 และ 7.0x102  CFU ตอตัว  และลูกกุงมีอัตราการตายสูง  ซึง่คาดวา
นาจะเกิดจากการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียใน artemia แชแข็งซึ่งเริ่มใหลูกกุงในระยะนี้กนิ   จาก
การนับเชื้อแบคทีเรียในอาหารลูกกุงพบวา artemia แชแข็งมีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียสูงสุด 
(106 CFU/กรัม)  โดยเปนเชื้อวิบริโอถึง 83.5%    และการศึกษาของ Lavilla-Pigoto และคณะ 
(1992) ถึงแหลงที่มาของเชือ้ V. harveyi ในฟารมอนุบาลลูกกุงกุลาดํา พบ V. harveyi ในน้ําทีใ่ช
เลี้ยง artemia  ขณะที่พบปริมาณเชื้อนอยใน diatom    Lavilla-Pigoto และคณะ (1992)  แนะนาํ
วิธีการลดอุบัติการณการเกิดโรคในฟารมอนุบาล โดยวิธกีารปองกนัเนือ่งจากการใชยาตานจุลชีพไม
ไดผล   เชนการแยกแมกุงและสิ่งขับถายออกจากไขใหเร็วที่สุด หลงัจากแมกุงวางไข   ทําความ
สะอาด artemia โดยการลางกอนใหลูกกุงกนิ  การใช chlorine หรือการฆาเชื้อในน้ําดวยวิธีอ่ืนๆ 
เชน การใช ultraviolet และการกรอง เปนการลดปรมิาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําได  ดังนั้นจงึอาจใช 
bronopol เพือ่ลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกิน 
   
ขอเสนอแนะ 

1.  สามารถใช  bronopol เพื่อปองกันการติดเชื้อวิบริโอของลูกกุงจากแหลงน้ํา  โดยใชได
ในลูกกุงระยะตั้งแต  postlarva 6 ข้ึนไป  โดยใชขนาด 8 µg/ml แชเปนเวลา 4-24 ชั่วโมง   โดยอาจ
ใช bronopol เมื่อตรวจสอบพบวาน้ําที่ใชเลี้ยงลูกกุงมีการปนเปอนเชื้อวิบริโอ > 102 CFU/ml 

2.  ไมควรใช bronopol ในลูกกุงระยะ protozoea และ mysis เนื่องจากลูกกุงมีความทน
ทานตอยาต่าํ ยามีผลตอการเจริญเติบโตของลูกกุง   และมีผลตอ chetoceros และ rotifer ซึ่งเปน
อาหารที่สําคญัของลูกกุงระยะนี ้

 



 
    

3.  สามารถใช bronopol เพื่อลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกนิ  โดย
ใชในขนาด  8 µg/ml แชเปนเวลา 4-24 ชั่วโมง 

4.  การศึกษานี้เปนการศึกษาถงึประสิทธผิลและความเปนพษิของ bronopol ในการปอง
กันโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงวยัออน  อยางไรก็ตามการนํา bronopol ไปใชในโรงเพาะฟกอาจมกีาร
ศึกษาเพิ่มเติมถึงการตกคางของ bronopol ในเนื้อเยื่อกุง 

5.  การศึกษานี้เปนแบบอยางในการประเมินประสทิธิผลและความเปนพิษของการใชยา
ภายนอกเพื่อควบคุมโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงกุลาดําวัยออน 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 







 
    

ภาคผนวก  3    แสดงการวิเคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ protozoeaII เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysis 

 
 

Probit 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 
DATA  Information 
 
          8 unweighted cases accepted. 
          2 cases rejected because of missing data. 
          2 cases are in the control group. 
MODEL Information 
 
      ONLY Normal Sigmoid is requested. 
 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 Parameter estimates converged after 10 iterations. 
 Optimal solution found. 
 
 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX): 
 
           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E. 
 
   BRONOPOL           ,44117          ,02650        16,64876 
 
 
                   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E. 
 
                    -1,27898          ,09024       -14,17236 
 
  Pearson Goodness-of-Fit  Chi Square =     93,339    DF = 6   P =  ,000 
 
  Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity 
  factor is used in the calculation of confidence limits. 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 



 
    

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 
 Observed and Expected Frequencies 
 
 
               Number of    Observed    Expected 
     BRONOPOL   Subjects   Responses   Responses    Residual     Prob 
 
          ,00      100,0        25,0      10,045      14,955   ,10045 
          ,00      100,0        19,0      10,045       8,955   ,10045 
         2,00      100,0         7,0      34,581     -27,581   ,34581 
         2,00      100,0        26,0      34,581      -8,581   ,34581 
         4,00      100,0        62,0      68,640      -6,640   ,68640 
         4,00      100,0        62,0      68,640      -6,640   ,68640 
         6,00      100,0       100,0      91,435       8,565   ,91435 
         6,00      100,0       100,0      91,435       8,565   ,91435 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 
 Confidence Limits for Effective BRONOPOL 
 
 
                            95% Confidence Limits 
  Prob      BRONOPOL         Lower         Upper 
 
   ,01      -2,37408      -9,69471       -,27012 
   ,02      -1,75618      -8,25203        ,14844 
   ,03      -1,36413      -7,34055        ,41786 
   ,04      -1,06922      -6,65743        ,62309 
   ,05       -,82933      -6,10373        ,79199 
   ,06       -,62514      -5,63409        ,93740 
   ,07       -,44611      -5,22374       1,06633 
   ,08       -,28581      -4,85763       1,18308 
   ,09       -,14002      -4,52587       1,29046 
   ,10       -,00582      -4,22163       1,39044 
   ,15        ,54979      -2,97664       1,81908 
   ,20        ,99137      -2,01067       2,18324 
   ,25       1,37021      -1,20695       2,52066 
   ,30       1,71042       -,51330       2,85179 
   ,35       2,02568        ,09718       3,19092 
   ,40       2,32482        ,63956       3,54963 
   ,45       2,61425       1,12328       3,93771 
   ,50       2,89909       1,55584       4,36314 
   ,55       3,18393       1,94491       4,83206 
   ,60       3,47336       2,29924       5,34955 
   ,65       3,77250       2,62854       5,92133 
   ,70       4,08776       2,94323       6,55625 
   ,75       4,42797       3,25462       7,26964 
   ,80       4,80681       3,57629       8,08911 
   ,85       5,24839       3,92783       9,06771 
   ,90       5,80400       4,34612      10,32303 
   ,91       5,93820       4,44423      10,62915 
   ,92       6,08399       4,54979      10,96273 
   ,93       6,24429       4,66474      11,33063 
   ,94       6,42332       4,79191      11,74274 
   ,95       6,62751       4,93556      12,21414 
   ,96       6,86740       5,10269      12,76962 
   ,97       7,16232       5,30607      13,45458 
   ,98       7,55436       5,57351      14,36804 
   ,99       8,17226       5,98973      15,81307 
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ภาคผนวก  4    แสดงการวิเคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ postlarva 6 เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysia 
 
 
Probit 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
DATA  Information 
 
         14 unweighted cases accepted. 
          0 cases rejected because of missing data. 
          2 cases are in the control group. 
MODEL Information 
 
      ONLY Normal Sigmoid is requested. 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 Parameter estimates converged after 13 iterations. 
 Optimal solution found. 
 
 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX): 
 
           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E. 
 
   BRONOPOL           ,09988          ,00639        15,62452 
 
 
                   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E. 
 
                    -1,64231          ,10431       -15,74403 
 
  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =     27,433    DF = 12   P =  ,007 
 
  Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity 
  factor is used in the calculation of confidence limits. 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 



 
    

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
  
Observed and Expected Frequencies 
 
 
               Number of    Observed    Expected 
     BRONOPOL   Subjects   Responses   Responses    Residual     Prob 
 
          ,00       45,0         5,0       2,262       2,738   ,05026 
          ,00       39,0         4,0       1,960       2,040   ,05026 
         2,00       41,0         2,0       3,058      -1,058   ,07457 
         2,00       39,0         3,0       2,908        ,092   ,07457 
         4,00       44,0         3,0       4,707      -1,707   ,10697 
         4,00       45,0         2,0       4,814      -2,814   ,10697 
         8,00       46,0         4,0       9,179      -5,179   ,19954 
         8,00       46,0         6,0       9,179      -3,179   ,19954 
        16,00       50,0        33,0      24,118       8,882   ,48236 
        16,00       48,0        26,0      23,153       2,847   ,48236 
        32,00       43,0        39,0      40,415      -1,415   ,93989 
        32,00       50,0        48,0      46,994       1,006   ,93989 
        40,00       50,0        48,0      49,534      -1,534   ,99069 
        40,00       50,0        50,0      49,534        ,466   ,99069 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
  
 
Confidence Limits for Effective BRONOPOL 
 
 
                            95% Confidence Limits 
  Prob      BRONOPOL         Lower         Upper 
 
   ,01      -6,84869     -12,54803      -2,92464 
   ,02      -4,11941      -9,17477       -,58537 
   ,03      -2,38776      -7,04699        ,91126 
   ,04      -1,08511      -5,45451       2,04529 
   ,05       -,02551      -4,16538       2,97395 
   ,06        ,87638      -3,07323       3,76950 
   ,07       1,66716      -2,12003       4,47144 
   ,08       2,37521      -1,27046       5,10385 
   ,09       3,01915       -,50135       5,68255 
   ,10       3,61190        ,20334       6,21852 
   ,15       6,06605       3,08126       8,47724 
   ,20       8,01653       5,31177      10,32916 
   ,25       9,68986       7,17515      11,96815 
   ,30      11,19257       8,80304      13,48550 
   ,35      12,58505      10,27023      14,93285 
   ,40      13,90638      11,62518      16,34350 
   ,45      15,18478      12,90276      17,74168 
   ,50      16,44291      14,13034      19,14742 
   ,55      17,70105      15,33145      20,57965 
   ,60      18,97945      16,52820      22,05865 
   ,65      20,30078      17,74369      23,60877 
   ,70      21,69326      19,00484      25,26215 
   ,75      23,19597      20,34709      27,06514 
   ,80      24,86930      21,82328      29,09132 
   ,85      26,81978      23,52463      31,47240 
   ,90      29,27392      25,64287      34,49080 
   ,91      29,86667      26,15149      35,22284 
   ,92      30,51062      26,70292      36,01922 
   ,93      31,21867      27,30799      36,89613 
   ,94      32,00945      27,98234      37,87692 
   ,95      32,91134      28,74977      38,99718 
   ,96      33,97094      29,64938      40,31537 
   ,97      35,27359      30,75268      41,93858 
   ,98      37,00523      32,21539      44,10028 
   ,99      39,73452      34,51336      47,51484 
 



 
    

Probit Transformed Responses
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ภาคผนวก  5  แสดงการวเิคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ postlarva 18 เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม Probit analysia 
 
 
Probit 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
DATA  Information 
 
          7 unweighted cases accepted. 
          0 cases rejected because of missing data. 
          1 case is in the control group. 
MODEL Information 
 
      ONLY Normal Sigmoid is requested. 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
 
 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
 
 Parameter estimates converged after 13 iterations. 
 Optimal solution found. 
 
 Parameter Estimates (PROBIT model:  (PROBIT(p)) = Intercept + BX): 
 
           Regression Coeff.  Standard Error     Coeff./S.E. 
 
   BRONOPOL           .03216          .00189        17.01634 
 
 
                   Intercept  Standard Error  Intercept/S.E. 
 
                    -1.97290          .09906       -19.91644 
 
  Pearson  Goodness-of-Fit  Chi Square =     25.198    DF = 5   P =  .000 
 
  Since Goodness-of-Fit Chi square is significant, a heterogeneity 
  factor is used in the calculation of confidence limits. 
 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
 
 



 
    

 
* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
  
 
Observed and Expected Frequencies 
 
 
               Number of    Observed    Expected 
     BRONOPOL   Subjects   Responses   Responses    Residual     Prob 
 
          .00      132.0          .0       3.201      -3.201   .02425 
         5.00      141.0          .0       4.933      -4.933   .03499 
        15.00      129.0         5.0       8.778      -3.778   .06805 
        30.00      131.0        26.0      20.529       5.471   .15671 
        40.00      140.0        42.0      34.470       7.530   .24621 
        50.00      129.0        59.0      46.132      12.868   .35761 
       100.00      143.0       119.0     127.714      -8.714   .89310 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

* * * * * * * * * * * *  P R O B I T    A N A L Y S I S  * * * * * * * * * * * * 
 
  
Confidence Limits for Effective BRONOPOL 
 
 
                            95% Confidence Limits 
  Prob      BRONOPOL         Lower         Upper 
 
   .01     -10.99013     -41.55768       5.30612 
   .02      -2.51402     -29.11315      12.01683 
   .03       2.86379     -21.28185      16.33891 
   .04       6.90931     -15.43464      19.63421 
   .05      10.20003     -10.71300      22.34931 
   .06      13.00095      -6.72345      24.68958 
   .07      15.45681      -3.25128      26.76743 
   .08      17.65574       -.16593      28.65146 
   .09      19.65557       2.61822      30.38676 
   .10      21.49643       5.16045      32.00469 
   .15      29.11805      15.42630      38.96304 
   .20      35.17547      23.19710      44.88147 
   .25      40.37221      29.51064      50.31209 
   .30      45.03903      34.86416      55.50517 
   .35      49.36354      39.55060      60.59174 
   .40      53.46708      43.76644      65.64952 
   .45      57.43730      47.65440      70.73390 
   .50      61.34457      51.32421      75.89418 
   .55      65.25184      54.86523      81.18324 
   .60      69.22206      58.35594      86.66488 
   .65      73.32560      61.87252      92.42192 
   .70      77.65011      65.49856      98.56888 
   .75      82.31693      69.33922     105.27483 
   .80      87.51366      73.54719     112.81101 
   .85      93.57109      78.38219     121.66524 
   .90     101.19271      84.38655     132.88508 
   .91     103.03356      85.82636     135.60543 
   .92     105.03340      87.38663     138.56461 
   .93     107.23233      89.09795     141.82268 
   .94     109.68819      91.00436     145.46629 
   .95     112.48911      93.17296     149.62751 
   .96     115.77982      95.71385     154.52335 
   .97     119.82535      98.82852     160.55120 
   .98     125.20316     102.95563     168.57747 
   .99     133.67926     109.43525     181.25308 
 
 
 
 
 
 



 
    

ภาคผนวก 6    ผลการตรวจวัดคา pH ในน้าํทะเลดวย pH meter เมื่อใส bronopol ในน้ําทะเล ให
ไดความเขมขนของ bronopol เทากับ  20 µg/ml    50 µg/ml    และ 200 µg/ml 

 
 

ตัวอยางน้าํ คา pH วัดครั้งที่ 1 คา pH วัดครั้งที่ 2 คา pH เฉล่ีย 
น้ําทะเลความเค็ม 30 ppt 8.39 8.48 8.435 
bronopol 20 µg/ml 8.35 8.39 8.370 
bronopol 50 µg/ml 8.31 8.32 8.315 
bronopol 200 µg/ml 7.92 7.92 7.92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
    

ภาคผนวก 7  ผลการตรวจคุณภาพน้าํระหวางการทดลองดวยชุดทดสอบ  
 

 pH ammonia 
(ppm) 

nitrite 
(ppm) 

alkalinity 
(ppm of CaCO3) 

อุณหภูมิ  
(oC) 

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเช้ือวิบริโอในลูกกุง postlarva 15 
กลุมควบคุม (1) 8 0.0 0.0 110 28 
กลุมควบคุม (2) 8 0.0 0.0 120 28 
bronopol 8 µg/ml (1) 8 0.25 0.0 110 28 
bronopol 8 µg/ml (2) 8 0.0 0.0 100 28 
กลุมใสเช้ือ Vibrio (1) 8 0.25 0.05 110 28 
กลุมใสเช้ือ Vibrio (2) 8 0.0 0.05 130 28 
กลุม Vibrio + bronopol (1) 8 0.0 0.05 120 28 
กลุม Vibrio + bronopol (2) 8 0.25 0 110 28 
การศึกษาพิษเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําระยะ protozoea 
กลุมควบคุม 8.6 0.25 0.1 120 28 
bronopol 2 µg/ml 8.6 0.25 0.25 130 28 
bronopol 4 µg/ml 8.6 0.25 0.1 110 28 
bronopol 6 µg/ml 8.6 0.25 0.1 130 28 
bronopol 8 µg/ml 8.6 0.25 0.1 120 28 
การศึกษาพิษเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําระยะ postlarva 6 
กลุมควบคุม 8.3 0.25 0.1 150 27.5 
bronopol 2 µg/ml 8.3 0.25 0.1 150 27.5 
bronopol 4 µg/ml 8.3 0.25 0.1 150 27.5 
bronopol 8 µg/ml 8.3 0.25 0.1 150 27.5 
bronopol 16 µg/ml 8.3 0.25 0.1 150 27.5 
bronopol 32 µg/ml 8.3 0.25 0.25 160 27.5 
bronopol 40 µg/ml 8.3 0.25 0.25 160 27.5 
การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําระยะ protozoea 
กลุมควบคุม 8.3 0 0.25 150 30 
bronopol 2 µg/ml 8.6 0.25 0.25 150 30 
bronopol 4 µg/ml 8.3 0.25 0.25 150 30 
การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําระยะ mysis 
กลุมควบคุม 8.3 0.5 0.25 170 29 
bronopol 2 µg/ml 8.3 0.5 0.1 160 29 
bronopol 3 µg/ml 8.3 0.5 0.25 170 29 
bronopol 4 µg/ml 8.3 0.25 0.25 170 29 
bronopol 5 µg/ml 8.3 0.25 0.1 170 29 
bronopol 6 µg/ml 8.3 0.5 0.25 160 29 
 
 



 
    

ประวัติผูเขียน 
 
 นางสาวญาณนิ  ลิมปานนท   เกิดเมื่อวันที ่27  มกราคม พ.ศ. 2521  ที่กรุงเทพฯ   
จบการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต   คณะสัตวแพทยศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย  
 ปการศึกษา พ.ศ. 2544    เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาอายุรศาสตร  สาขาโรค
สัตวน้ํา ปการศึกษา 2545
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