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 ศึกษาการใช bronopol เพื่อปองกันการติดเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดํา (Penaeus 
monodon)วัยออน   ทดสอบการออกฤทธิ์ของ bronopol โดย 1) antimicrobial agar dilution 
susceptibility tests   2) ผลของน้ําทะเลตอประสิทธภิาพของ bronopol  ในการยับยั้งการเจรญิ
ของเชื้อวิบริโอ     3) ความเปนพิษเฉียบพลันและกึ่งเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน 
4) ความเปนพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของลกูกุงวยัออน และ 5) ประสิทธผิล
ของ bronopol ในการควบคุมเชือ้วิบริโอในกุงกุลาดําระยะ postlarva  การศึกษาพบวาความเขม
ขนต่ําสุดของ bronopol ที่สามารถยับยัง้เชื้อวิบริโอที่ใชทดสอบจํานวน 109 isolates (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) เมื่อทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมน้ํากลั่น คอื 2-32 µg/ml   
และเมื่อทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อที่ผสมน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt คือ 4-16 µg/ml    การศึกษา
พิษเฉียบพลันของ bronopol พบวาความเขมขนของ bronopol ทีท่ําใหกุงกุลาดําวยัออนระยะ 
protozoea II   postlarva 6  และ postlarva 18  ตายครึ่งหนึง่เมื่อแชยาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (Lethal 
Concentration 50; LC50) เทากับ 2.9   16.44  และ 61.34  µg/ml  ตามลําดับ      การศึกษาความ
เปนพษิกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของลูกกุงวยัออนที่แชยา <6 µg/ml เปน
เวลา 24 ชั่วโมง   พบวา bronopol ที่ความเขมขน > 2 µg/ml  มีผลลดอัตราการเปลี่ยนระยะของลูก
กุง การศึกษาพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของลูกกุงในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt 
พบวา bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  (MIC50) และ 16 µg/ml (MIC90) มีผลทําให chaetoceros 
และ rotifer มีจํานวนลดลง แตไมมีผลตอจํานวน artemia เมื่อตรวจนับที่ 24 ชั่วโมง หลงัการแชยา     
การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol พบวา bronopol สามารถปองกันลกูกุงระยะ postlarva 
จากการติดเชื้อวิบริโอในน้าํทะเลที่ใชเลี้ยงกุง  
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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.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

กุงกุลาดําเปนสัตวน้ําที่มกีารเพาะเลีย้งกันอยางแพรหลายในประเทศไทย และเปนสนิคาสง
ออกที่มีราคาสูง โดยประเทศไทยเปนผูนําในการสงออกกุงกุลาดําและผลิตภัณฑไปยังตลาดโลกนํา
รายไดเขาสูประเทศประมาณปละ 100,000 ลานบาท (ธํามรงค, 2545)   การสูญเสียผลผลิตของกุง
กุลาดําในการเพาะเลี้ยงมีสาเหตุมากมาย   สาเหตหุนึง่ที่มีความสาํคัญและอาจกอใหเกิดการตาย
ของกุงในระหวางการเพาะเลี้ยงไดเปนจาํนวนมาก ไดแก การติดเชือ้แบคทีเรีย เชื้อแบคทีเรียทีม่ี
ความสาํคัญและพบไดบอย คือ เชื้อแบคทเีรียในสกุลวิบริโอ 
 โรคติดเชื้อวิบริโอเปนปญหาที่สําคัญในการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํ  แมวาเชื้อวิบริโอจะเปนเชื้อ
แบคทีเรียทีพ่บไดปกติทั่วไปในน้าํ  และเปน opportunistic bacteria     ในประเทศไทยพบวาการ
เกิดโรคติดเชื้อวิบริโอ (vibriosis) เปนสาเหตุทีท่าํใหเกิดความสูญเสียของผลผลิตกุงอยางมากใน
ฟารม  โดยเชื้อวิบริโอนี้สามารถทาํใหเกดิการตายในกุงเพยีงเลก็นอยจนกระทัง่รุนแรงถึงขั้นมีอัตรา
การตาย 100% ในกุงทีม่ีภาวะเครียด  (Jiravanichpaisal et al., 1994, Jiravanichpaisal et al., 
1995)       เชื้อวิบริโอชนดิที่กอโรคสามารถเขาสูระบบเลือดของกุงโดยที่กุงไมแสดงอาการปวยให
เห็น  ทั้งนี้อาจเปนเพราะแบคทีเรียเหลานี้ไมไดเปนแบคทีเรียชนิดที่เปนตัวกอโรคอยางแทจริง  แตจัด
อยูในกลุมเชื้อ opportunistic pathogens  และกอใหเกิดโรคเมื่อกุงอยูในภาวะเครียดและออนแอลง  
(ลิลาและคณะ, 2540) 

กุงปวยทีม่ีการติดเชื้อวิบริโอพบวา มีอาการวายขึ้นมาบริเวณผิวน้าํหรือนอนนิง่บริเวณกน
บอ  กุงปวยสวนใหญพบวามี zoothamnium  สาหราย และเพรียงมาเกาะบริเวณเหงือกและเปลือก  
ลําไสวางเปลา  ตับและตับออนหดตัวมีสีเขม  ในกุงโตอาการที่พบจะรุนแรงนอยกวา  โดยมกัพบรอย
ถลอก รวมกับการเกิดสีน้าํตาลเขมตามขอบของ uropods, pleopods, pereiopods และแพนหาง  
ในบางครั้งอาจพบรอยโรคสขีาวหรือดําบรเิวณใตเปลือกและอาจพบ nodules สีดําขนาดเล็กใน
อวัยวะภายใน (Jiravanichpaisal et al., 1995) 

การควบคุมการติดเชื้อวิบริโอในฟารมทาํไดโดยการใชยาปฏิชีวนะและสารเคมีตางๆ เพื่อ
ฆาเชื้อแบคทีเรีย   ซึง่การใชยาปฏิชีวนะอยางไมถูกตองกอใหเกิดปญหาทั้งในดานการเลีย้งกุงและ
ความปลอดภยัตอผูบริโภค เชน เชื้อแบคทีเรียตานทานตอยา ทําใหการใชยาปฏิชีวนะไมไดผลและ
อาจทาํใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยาปฏิชวีนะชนิดอื่นได  และการตกคางของยา



 
    

ปฏิชีวนะในเนือ้เยื่อกุง (Gräslund et al., 2002)     นอกจากนี้ยงัมีการจํากัดชนิดของยาปฏิชีวนะที่
ใชสําหรับสัตวที่เปนอาหาร (food producing animal)     ทําใหเกษตรกรมีทางเลือกในการใชยา
นอยลง   ดังนั้นควรมีการศึกษาถึงยาตานจุลชีพที่ใชในการปองกนัหรือรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุง
กุลาดําที่มีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค 
 งานวิจยันี้ศึกษาประสทิธิผลและความเปนพิษของ bronopol ซึ่งเปนยาตานจลุชีพที่ไดรับ
การรับรองความปลอดภัยสาํหรับการใชภายนอกในสัตวน้าํที่เปนอาหาร (The European Agency 
for the Evaluation of Medicinal Products)  และเปนแนวทางการประเมินประสทิธิผลและความ
เปนพษิของยาใชภายนอกสาํหรับสัตวน้ํากอนการนาํมาใชในทางปฏิบตัิ 
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 
 
1.   ศึกษาประสิทธิผลของ  bronopol ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ 

1.1 หาความเขมขนของ bronopol ที่สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้วิบริโอในหอง 
ปฏิบัติการ  เปรียบเทียบประสิทธิผลของ bronopol กับยาปฏิชวีนะชนิด oxytetracycline  และ    
enrofloxacin  ในการยับยัง้เชื้อวิบริโอ 

1.2  ศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลของ bronopol  กับยา  oxytetracycline  และ    
enrofloxacin ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้วิบริโอ 

1.3  ศึกษาผลการใช  bronopol  ในการปองกันการติดเชื้อวิบริโอจากการทดลองในกุง
กุลาดําวัยออน 
 
2.   ศึกษาความเปนพิษของ bronopol 

2.1  หาความเขมขนของ bronopol  ที่ทําใหกุงกุลาดําวยัออน ตาย 50% ในเวลา 24 ชั่วโมง 
2.2  ศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําวัยออน 
2.3  ศึกษาผลของ bronopol  ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดําวัยออน   
 

 
 
 
 
 
 



 
    

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
1. สามารถประเมินความเหมาะสมในการนาํ bronopol มาใชเพื่อการควบคุมโรคติดเชื้อวิบริโอใน

ฟารมอนุบาลลูกกุง  จากการประมวลผลการศึกษาความเขมขนของ bronopol ที่สามารถยับยัง้
การเจริญของเชื้อวิบริโอ  ความเขมขนของยาทีท่ําใหสัตวทดลองตาย 50%   ผลของยาตอการ
เจริญเติบโตของลูกกุง ผลของยาตอแพลงกตอนทีเ่ปนอาหารของกุงกุลาดําวยัออน และการ
ทดลองใชยาควบคุมเชื้อวิบริโอในลูกกุง  

2. ทราบถงึผลของน้าํทะเลตอประสิทธิภาพของยา bronopol oxytetracycline  และenrofloxacin     
ในการออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย 

3. การศึกษานี้สามารถเปนแบบอยางในการศึกษาการใชยาภายนอกชนดิอื่นๆเพื่อรักษาโรคติดเชื้อ
แบคทีเรียในกุงกุลาดาํได 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
1. กุงกลุาดํา 

 
1.1  การเจรญิเติบโตของกุงกลุาดํา 

 
1.1.1  วงจรชวีิตของกุงกุลาดํา 

 
 ตามธรรมชาตกิุงกุลาดําจะผสมพันธุและวางไขในทะเล  ไขกุงเปนไขจมและลูกกุงจะฟก
ออกจากไขภายใน 14 ชั่วโมง  nauplius ที่ออกจากไขวายน้าํเขาหาแสงขึน้มาบริเวณผวิน้าํ  ลูกกุง
ระยะวัยออนประกอบดวย 3 ระยะ โดยแยกจากลักษณะที่แตกตางกนั  ไดแก nauplius  protozoea 
(zoea) และระยะ mysis กอนจะเปลีย่นระยะ (metamorphosis) เปนระยะ postlarva  (รูปที ่ 1) 
อาหารของลกูกุงวยัออนเปลีย่นไปตามแตละระยะ  โดยในระยะ nauplius ชวงแรก  ลูกกุงไดรับ
อาหารจากไขแดงที่ติดมาตัง้แตเกิด  และเริ่มกิน phytoplankton และ zooplankton  จนในระยะ 
mysis ลูกกุงสามารถกินอาหารไดหลากหลายชนิดมากขึ้นรวมทัง้ artemia (brine shrimp)   จาก
นั้นลกูกุงเขาสูชายฝงโดยอาศัยกระแสน้ํา  เจริญเปน postlarva  และเขาสูระยะ juvenile  จากระยะ
นี้ลูกกุงออกทะเลอีกครั้งเขาสูระยะโตเต็มที่พรอมผสมพนัธุและวางไข (Treece and Yates, 1990) 
 

1.1.2  ระยะของลูกกุงกุลาดําวัยออนและการจําแนก  
 

1.1.2.1  ระยะ nauplius (รูปที่ 2) 
 ลูกกุงที่ฟกออกจากไขใหมๆ มีขนาดเล็ก มองดวยตาเปลาไมเหน็ รูปรางคอนขางกลม มี   
ระยางคสามคู  ระยางคคูแรกเจริญเปนหนวดคูส้ัน (first antenna) อยูดานบนสดุ ตอนปลายไมแยก
เปนแฉก ระยางคคูที ่2 เจริญเปนหนวดคูยาว (second antenna) และคูที่สามเจริญเปน mandible 
อยูต่ําลงมาตามลําดับ ระยางคทั้งสองคูนี้สวนปลายแยกเปนแฉก สวนหางตรงปลายมี furcal 
spine ประมาณขางละ 7 เสน และทางดานหนามจีุดสีดําซึ่งจะเจริญเปนตาระยะหลงั (บรรจง, 
2530) ระยะ nauplius ในกุงกุลาดํามทีั้งหมด 6 ระยะยอย  (ลอกคราบ 6 คร้ัง)  หลังจากฟกออก
จากไข nauplius เร่ิมวายน้ําชาๆ และเร็วขึ้นภายในครึ่งชั่วโมง  การวายน้าํของ nauplius เกิดจาก
การเคลื่อนที่ของระยางคทัง้หมด 3 คู  โดยมกีารหยุดพักเปนระยะ  ลูกกุงระยะนี้ชอบวายน้ําเขาหา



 
    

แสง (phototropic) ซึ่งการตอบสนองตอแสงอยางรวดเร็วของลูกกุงแสดงวาลกูกุงมีสุขภาพดี 
อาหารของลกูกุงระยะนี้คือ ไขแดง  ลูกกุงอยูในระยะนีป้ระมาณ 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) 
 ลูกกุงมลํีาตัวยาวมากขึน้ สวนหัวโตเหน็ไดชัด ลูกกุงจะคอยๆลอยตัวขึ้นสูผิวน้าํ และเริ่มกิน
อาหาร ระยะนี้ลูกกุงวายน้ําดวย first และ second antennae  เหมือนกับในชวง nauplius แตจะมี
สวนของ first และ second maxiliped ซึ่งเจริญดีแลวชวยดวย  จงัหวะในการวายน้าํชาลงและ
กระตุกนอยลง  ลูกกุงระยะ protozoea กินอาหารตลอดเวลา โดยสงัเกตไดวาลูกกุงที่ไดรับอาหาร
เพียงพอทางเดินอาหารจะมีการบีบตัวและเหน็สายของสิ่งขับถายเปนเสนยาว เมื่อลูกกุงอยูในชวง
ทายของระยะนี้สวนของลําตัวจะมีลักษณะงอมากขึ้น  ลูกกุงระยะ protozoea แบงเปน 3 ระยะยอย  
ใชเวลา  4 วัน มีการลอกคราบ 3 คร้ัง ไดแก  protozoea I  มีลักษณะลําตัวแบน เหน็ carapace ชัด
เจน  เหน็สวนตา  first และ second maxiliped  furcal process และ ทางเดินอาหาร ในระยะนี้ลูก
กุงมีลําตัวยาว 0.85 มิลลิเมตร   ระยะ protozoea II เร่ิมเห็นกานตา สวน rostrum ลักษณะเปนกรี
แหลมยืน่ไปขางหนาและงุมลงดานลางเลก็นอย และ supraorbital spines  สวนของทองเหน็การ
แบงเปนปลอง ขนาดตัวยาวประมาณ 1.77 มิลลิเมตร    และระยะ protozoea III  เปนปลองทองชัด
เจนยิง่ขึ้น  ม ี dorsal และ lateral spines   เห็นสวน uropods เปน 2 แฉก ขนบริเวณหางขางละ     
6 เสน ลําตัวยาว 1.8 มิลลิเมตร   ลูกกุงระยะ protozoea กิน phytoplankton เปนอาหาร โดย 
protozoea I และ II  สามารถกิน phytoplankton ขนาด 3-5 และ 5-10 ไมครอนไดตามลําดับ  เมื่อ
เขาระยะ protozoea III  สามารถกินไดหลายชนิดมากขึ้น (Treece and Yates, 1990; บรรจง, 
2530) ลูกกุงในระยะนี้ไมชอบแสงเขม ดังนั้นควรมีฝาปด เพราะเมื่อไดรับแสงเขมเกินไปมักมีอาการ
ตัวบิดงอ ออนแอ และจมสูพืน้ตายในที่สุด (วีณะและอหงิส, 2531) 
 

1.1.2.3  ระยะ mysis (รูปที่ 3) 
 ในระยะ mysis สวนของ antennae ลดขนาดลง  ลูกกุงวายน้าํดวย periopods และมี 
maxillipeds  3 คู ชวยเหลือ  สวนของลําตวังอมากขึ้น  สวนหัวจะอยูต่ําลง  มกีารเคลื่อนที่ถอยหลัง  
ไวตอแสงลดลง  ระยะ mysis I รูปรางเหมือนกุงตวัเต็มวยัมากขึ้น  สวน periopods เจริญดีข้ึน  
สวน first และ second antennae ลดขนาดลง  uropods พัฒนาดีข้ึน  เห็นสวน primodial 
pleopod buds ขนาดยาว 2.64 – 3.4 มิลลิเมตร  ระยะ mysis II เห็นสวน unsegmented 
pleopod buds  ขนาดยาว 2.99-3.9 มิลลิเมตร และระยะ mysis III สวนของ pleopods พัฒนา



 
    

มากขึ้นและแบงเปนขอปลอง ขนาดยาว 3.70-4.52 มิลลิเมตร ระยะ mysis แตละระยะยอยลูกกุง
ใชเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง (3-4 วัน ลอกคราบ 3 คร้ัง) อาหารของลูกกุงระยะนี ้ คอื 
phytoplankton และกิน artemia ได (Treece and Yates, 1990) 
 

1.1.2.4  ระยะ postlarva (รูปที่ 3) 
 ระยะนี้ลูกกุงจะมีตัวยาวประมาณ 5.56 มิลลิเมตร ขาสําหรับเดินสามคูแรกมีลักษณะเปน
กามมองเห็นชดั คูแรกสั้นและคูที่สามยาวที่สุด หางจะแคบเขาจนแหลม ลูกกุงในระยะนี้เร่ิมมรีะ
ยางคครบเหมอืนกุงเต็มวัย กุงจะวิวฒันาการไปเรื่อยๆจนเขาสูกุงวยัรุน กุงจะอยูในระยะนี้ประมาณ 
30 วัน มีความยาวประมาณ 1.5-2 เซนติเมตร หนักประมาณ 1.01-1.02 กรัม ในธรรมชาติลูกกุง
ระยะนี้อาศัยอยูบริเวณปาชายเลนหรือในแหลงน้ํากรอยประมาณ 3-4 เดือน  จนเขาสูระยะกุงวัยรุน 
เมื่ออายุไดประมาณหกเดือนกุงจะเดินทางสูทะเลเพื่อผสมพันธุตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

       
 

รูปที่ 1  แสดงวงจรชีวิตของกุงกุลาดํา  (Treece and Yates, 1990) 
 

 กุงกุลาดําวางไขในทะเล ลูกกุงฟกออกจากไขภายใน 14 ชั่วโมง เรียกลูกกุงวยัออนระยะ
แรกนี้วา nauplius ลูกกุงอยูในระยะนี้ มกีารลอกคราบ 6 คร้ัง ในเวลาประมาณ 36-51 ชั่วโมงแลว
เขาสูระยะ protozoea โดยใชเวลาในระยะ protozoea ประมาณ 4 วัน ลอกคราบ 3 คร้ัง  กอนเขาสู
ระยะ mysis โดยอยูในระยะ mysis 3-4 วนั ลอกคราบ 3 คร้ัง    เขาสูชายฝงเจริญเปนลกูกุงระยะ 
postlarva  ประมาณ 3-4 เดือน จนเขาสูระยะ juvenile  จากนัน้กุงจะออกจากชายฝงเจริญเขาสู
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
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uplius  และ protozoea I – III  (Treece and

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

onal somite (ลูกศร 2)  
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 Yates, 1990) 
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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,
รางมีลักษณะเหมือนกุงมากขึ้น ตัวงอ 
ีการพัฒนาของ pleopod buds แตยังไมมีการแบงเปนปลอง (ล
วน pleopods ยาวมากขึ้น และแบงเปนปลอง (ลูกศร) 
PL1)  :   สวน swimming setae บน pleopods (ลูกศร) 
(2)
(4)
 1990) 

ูกศร) 



 
    

1.2  แพลงกตอนที่ใชเปนอาหารลูกกุงวัยออน  
 
 แพลงกตอนพชืที่ใชในการเลีย้งลูกกุงมหีลายชนิด  เชน Skeletonema costatum  เปน   

ไดอะตอมที่มผูีนิยมเลีย้งมากชนิดหนึง่เนื่องจากเลี้ยงงายและลูกกุงกินไดงาย เพราะเปนไดอะตอมที่
มีเซลลเรียงตอกันเปนลูกโซ ขนาดของเซลลตั้งแต 4 ไมครอน  skeletonema เปนไดอะตอมทะเลที่
อยูไดในชวงอณุหภูมิกวาง เติบโตไดในอุณหภูมิน้าํ 3-34 oC  ชวงความเค็ม 15-34 สวนในพนั  แต
ความเค็มที่เหมาะสมคือ 25-29 สวนในพัน ความเขมแสงเปนปจจัยสําคัญในการเจริญเติบโต 

 การนาํ skeletonema มาใหกุงกนิ  ควรกรองเอาเศษผงหรือส่ิงสกปรกที่เจอืปนออกกอน  
ใชผากรองแพลงกตอนขนาดตา 20 ไมครอน มาทําเปนถงุกรอง  เมือ่ปลอยน้ําทิง้แลวใหนาํ 
skeletonema ในถงุกรองผสมกับน้าํทะเลที่สะอาด แลวจึงตักใหลูกกุงกนิ skeletonema ที่ผานถุง
กรองนี้สามารถเก็บไวไดนาน 12 ชั่วโมงเทานั้น ฉะนัน้ตองใหอากาศดวย  ขอระวังคือ skeletonema 
ที่กรองไดมีความเขมขนมากดังนัน้เวลาตักใหลูกกุงกนิควรใหทีละนอย โดยตรวจดูจากสีน้าํในถงั
เลี้ยงลูกกุงหรอืสองดูดวยกลองจุลทรรศน    กรณีตองการนํา skeletonema เลี้ยงลูกกุงระยะ 
nauplius สุดทายที่กาํลังเขาระยะ zoea   ลูกกุงตองการไดอะตอมประมาณไมนอยกวา 6000 เซลล
ตอมิลลิลิตร  เนื่องจากลูกกุงตองการอาหารจากไดอะตอมไปสรางเปลือก ดังนัน้ถาปริมาณ           
ไดอะตอมไมพอ  กรีจะมีลักษณะผิดปกติ เชน กรีโคงงอ เปนตน  ดังนัน้ปริมาณไดอะตอมจึงควรอยู
ระหวาง 80000-100000 เซลลตอมิลลิลิตร  หรือสีของน้ําจะมสีีน้ําตาลออนๆ  และควรรักษาระดับ
ปริมาณใหอยูในชวงดังกลาวจนลกูกุงเขาระยะ postlarva 15 (ลัดดา, 2540) 

 chaetoceros เปนไดอะตอมที่นยิมเลีย้งอยางแพรหลายเนื่องจากหาหวัเชื้อไดสะดวกและ
เมื่อเจริญเต็มที่แลวจะยังคงอยูไดระยะหนึง่โดยที่ไมตายและตกตะกอนทนัทเีหมือนกับสาหรายชนิด
อ่ืน chaetoceros มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยวๆ มีปริมาตรเซลลประมาณ 30-50 ลูกบาศกไมครอน  
โดยขนาดจะเปลี่ยนไปตามสภาพแวดลอม    chaetoceros  มีความทนทานตออุณหภูมิสูงๆไดดี  
โดยอุณหภูมิสูงสุดไมควรเกนิ 37oC   แตอัตราการเจริญเติบโตดีที่สุดอยูในชวง 20-30 oC   ความ
เค็มต่ําสุดคือ 6 สวนในพัน  ความเค็มแมจะสูงถงึ 50 สวนในพันก็ยังคงเติบโตไดดี  ชวงความเค็มที่
เหมาะสม คือ 17-25 สวนในพนั  การเกบ็เกี่ยว chaetoceros เพื่อนาํไปเลี้ยงลกูกุง ควรกรองเอา
เศษผงและสิ่งสกปรกออกเสยีกอนแลวจึงนําน้ําสวนที่กรองไดไปใหลูกกุงกิน  (ลัดดา, 2540) 

 นอกจากนีย้ังมี Chlorella sp. และ Tetraselmis chuii ซึ่งเปนแพลงกตอนพืชที่สามารถใช
เปนอาหารลูกกุงวยัออนได 

 แพลงกตอนสัตวเปนอาหารมีชีวิตทีน่ิยมเพาะเลีย้งเพื่อการอนุบาลสัตวน้ําวัยออนขนาดที่
ตอจากการอนบุาลดวยแพลงกตอนพืช  rotifer เปนอาหารที่เหมาะสมสําหรับลูกกุงระยะ mysis  
ขอดีของ rotifer เพื่ออนุบาลลกูสัตวน้ํา คือ มีขนาดเล็กโดยขึ้นกบัสายพนัธุและระยะของการเจริญ



 
    

เติบโต  มีคุณคาอาหารสูง  เคลื่อนไหวชา  สามารถเลีย้งไดปริมาณมาก แพรพนัธุไดรวดเร็ว และ
เปนตัวนําที่ดขีองอาหารเสริมและยา   (ลัดดา, 2540) 

 artemia (brine shrimp) หรือไรสีน้ําตาล หรือไรน้ําเค็ม เปนสัตวพวก crustacean มีความ
สําคัญตอการเพาะเลีย้งสัตวน้ํา  โดยเปนแพลงกตอนน้าํเค็มที่สามารถปรับตัวมีชีวิตอยูไดในชวง
ความเค็มกวางมาก คือ ระหวาง 3-240 สวนในพัน  artemia ไมมีเปลือกแข็งหุมลําตัวทําใหตัวออน
นุม จงึไมมีระบบปองกนัตัวเองจากสัตวน้าํที่เปนศัตรู  โดยเหตุทีพ่บ artemia ตามธรรมชาติที่ความ
เค็มสูง ทําใหสัตวน้ําที่เปนศัตรูของ artemia ไมสามารถมีชีวิตอยูได   โดย artemia มีคณุสมบัติ
เหมาะสมหลายประการตอการใชเปนอาหารสัตวน้าํ  คือ  เปนอาหารธรรมชาตทิี่สามารถใชเปน
อาหารสัตวน้าํไดโดยตรง และยังสามารถแปรรูปไดดี เชน frozen artemia    spray-dried artemia  
artemia flake  หรือใชเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตอาหารสําเร็จรูปโปรตีนสูงสาํหรับใชในการเพาะเลีย้ง
สัตวน้ํา  ตัวออนของ artemia ถูกหอหุมดวยเปลือกสีน้ําตาลซึ่งรูจักกนัทัว่ไปวา “ไข artemia” 
(artemia cysts) สามารถเกบ็รักษาใหคงสภาพมีชวีิตอยูไดนานเปนเวลาหลายป เมือ่ตองการใช นํา
ไปเพาะฟกในระยะเวลาสั้นๆก็จะไดตัวออนของ artemia สําหรับเปนอาหารสัตวน้ํา  artemia มี
ขนาดเหมาะสมตอการอนุบาลลูกสัตวน้ําและมีคุณคาทางอาหารสูง (ลัดดา, 2540) 

 
2. Vibriosis ในกุงกลุาดํา 

 
2.1 ลักษณะทัว่ไปของเชื้อวิบริโอ 
 
เชื้อแบคทีเรียสกุลวิบริโอเปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ  ผลทดสอบ oxidase เปนบวก (ยกเวน   

2 ชนิด)  ลักษณะเปนรูปแทงหรือเปนแทงโคง  สามารถเจริญไดทั้งในภาวะที่มหีรือไมมีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) (Elliot et al., 1992) ใชเอนไซม catalase และ oxidase   ใชน้ําตาลไดโดย
ผานกระบวนการหมกัและกระบวนการหายใจ  เปนแบคทีเรียชนิดไชโครโทรปส  คือ เจริญไดที่
อุณหภูมิปานกลาง แตที่อุณหภูมิต่ําก็สามารถเจริญได (สุมณฑา, 2545)  เชื้อวิบริโอเจริญไดใน
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิด blood agar และใน selective media    Thiosulfate citrate bile salts 
sucrose (TCBS) เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการจําแนกเชื้อวิบริโอ  อาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS 
ประกอบดวย sucrose  oxgall  sodium cholate  bromthymol blue และ thymol blue indicators  
มีคุณสมบัติเปนดาง pH เทากับ 8.6  ซึง่ชวยในการเจริญเติบโตของวิบริโอ  คา pH ที่สูง  oxgall  
และ cholate  ชวยในการยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก  และเชื้อ bacilli  lactose-
fermenting แกรมลบ   การ fermentation ของ sucrose ใชในการแยกเชื้อวิบริโอ เชน V. cholerae 
มีคุณสมบัติ sucrose fermentative เปนบวก และ V. parahaemolyticus เปนลบ  (Delost, 1997)  



 
    

คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชือ้วิบริโอแสดงดังตารางที่ 1   เชื้อวบิริโอหลายชนดิทําใหเกิดโรคใน
มนุษยและเปนสาเหตุของ food borne disease     เชื้อวิบริโอ (ยกเวน V. cholerae และ V. 
mimicus) ตองการ sodium chloride ในการเจริญเติบโต จึงเรียกเชื้อในกลุมนีว้า “halophilic”  
(Elliot et al., 1992)  

แบคทีเรียจําพวกวิบริโอมีอยางนอย 28 species โดยมี 5 species ที่ทําใหเกิดโรคอาหาร
เปนพษิโดยแบคทีเรียในกลุมอาศัยอยูในน้ําทะเลและปนเปอนกับอาหารทะเล ไดแก     
V. parahaemolyticus V. cholera  V. vulnificus V. alginolyticus  โดยเชื้อ V. parahaemolyticus  
เปนเชื้อแบคทเีรียที่อาศัยอยูในน้าํบริเวณชายฝงทะเลปด  การตรวจพบเชื้อชนิดนี้ข้ึนอยูกับอุณหภูมิ
ของน้ําทะเล คือ ถาอุณหภมูิของน้าํทะเลต่ํากวา 15 oC มักตรวจไมพบเชื้อนี ้  แมวาแบคทเีรียจะมี
ชีวิตอยูในดนิตะกอนกนทะเลที่ไมลึกมากนักก็ตาม  เพราะแบคทีเรียไมทนตอสภาวะที่มีความกดของ
อากาศต่ํา ซึ่งเปนสภาวะของกนทะเล ณ ระดับที่มีความลึกมากๆในน้ําทะเล   พบวาแบคทีเรียชอบที่
จะอาศัยอยูกบัสัตวน้ําจําพวก crustacean เชน กุง  กัง้  ปู  มากกวาสัตวทะเลชนิดอื่นๆ      
 V. cholera    เปนเชื้อที่เปนสาเหตุของอหิวาตกโรค  โดยแบคทีเรียนีอ้าศัยอยูในน้ําสกปรกและปน
เปอนในอาหาร  V. vulnificus อาศัยอยูในน้ําทะเลและอาหารทะเล โดยเฉพาะหอยที่เลีย้งในบริเวณ
ซึ่งมีอินทรียวตัถุปนเปอนอยูสูง  หรือใกลน้ําทะเลที่มนี้ําเสียซึ่งไมผานการบําบัด หรือบําบัดไมถูกตอง  
สวนมากแยกไดจากหอยชนดิตางๆมากกวาจากกุง กัง้และปู   เชื้อ V. alginolyticus และ              
V. hollisae  เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในน้าํทะเล ทําลายเนือ้เยื่อและทําใหหูอักเสบ พบ                  
V. alginolyticus ในตัวอยางสัตวทีม่ีกระดกูสันหลังและในตะกอนดินมากกวาในน้าํทะเล นอกจากนี้
ยังพบในหอย อัตราการพบขึ้นอยูกับอุณหภูมิของน้าํทะเล  ถาน้าํทะเลอุนจะพบเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้
สูง (สุมณฑา, 2545)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

ตารางที่ 1    การจาํแนกชนิดของเชื้อวิบริโอตามคณุสมบัติทางกายภาพและชวีเคม*ี 
 

 
V. 

alg
ino

lyti
cu

s 

 
V. 

ch
ole

rae
 

 
V. 

da
ms

ela
 

 
V. 

flu
via

lis 

 
V. 

ha
rve

yi 

 
V. 

pa
rah

ae
mo

lyti
cu

s 
  

V. 
vu

lnif
icu

s 

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 
Cell morphology Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod 
Catalase + + + + + + + 
Oxidase + + + + + + + 
Motility + + + + + + + 
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ตารางที่ 1 (ตอ)  การจาํแนกชนิดของเชื้อวิบริโอตามคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคม*ี 
  
 
* รวบรวมโดย เจนนุช  (2546)     
  
+ = 85-100% ที่ใหผลบวก  
d = 16-80% ที่ใหผลบวก 
-  = 0-15% ที่ใหผลบวก 
v  = ผลแปรผัน 
• = โคโลนีของเชื้อสวนใหญมีสีเขียว 
1 = อางจาก Forbes et al. (1998) และ Barrow and Feltham (1993) และ Wachsmuth et al. (1980) 
2 = อางจาก Elliot et al. (1992) 
S = มีความไวรับ 
R = มีความตานทาน 
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  การกอโรคของเชื้อวบิริโอในกุงกลุาดํา 
 

เชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในกุงกุลาดํามีหลายกลุม แตมี 2 กลุมทีม่ีผลทําใหเกิดความ 
สูญเสียมาก คือ กลุม filamentous bacteria และ วิบริโอ  โดยเชื้อวิบริโอทาํใหเกิดโรครุนแรงกวา
และมีอัตราการตายสูง เนื่องจาก filamentous bacteria กอโรคโดยไปเกาะบริเวณเปลือกนอกของ
กุง (fouling) ทําใหกุงเจริญเติบโตชาและลอกคราบไมได ขณะที่เชื้อวิบริโอกอโรคไดทั้งแบบ 
external หรือ internal infection  (Lavilla-Pigoto, 1995)  เชื้อวิบริโอเปนเชื้อแบคทีเรียชนิดทีพ่บได
ในกุงกุลาดํา  เปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic  pathogen) อัตราการตายของกุงกุลาดาํที่ติดเชื้อ
แตกตางกนัไป ตั้งแตเล็กนอยจนถงึ 100%  ในกุงที่อยูในสภาวะเครียด (Jiravanichpaisal et  al., 
1994)   โดยอุณหภูมิมีผลตออุบัติการณและชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่พบ มีการศึกษาในกุงที่โตชา 
พบวามีปริมาณของเชื้อแอโรโมนาสและวบิริโอมาก   เชื้อวิบริโอทีพ่บวาทําใหเกิด septicemia ใน
สัตวจําพวก crustacean ไดแก V. parahaemolyticus  V. alginolyticus  และ V. anguillarum  
(Eduardo et al., 1998)     เชื้อวิบริโอทีพ่บวาทําใหเกิดโรคในกุงกุลาดําที่เพาะเลีย้งในเอเชยี ไดแก   
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) ซึ่งแยกเชื้อวิบริโอจากกุง
กุลาดําปวยในเขตการเลี้ยงแถบตางๆของประเทศไทย  ไดแก V. alginolyticus  V. cholera  
 V. damsela   V. fluvialis  V. harveyi   V. parahaemolyticus  V. vulnificus   
 การศึกษาชนดิของเชื้อวิบริโอในกุงกุลาดําโดยเก็บตัวอยางกุงปวยมาเพาะเชื้อจาก 
hepatopancreas และ hemolymph  พบวาเชื้อวิบริโอทีแ่ยกไดสวนใหญประกอบดวย      
 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  อาการของกุงปวยทีพ่บไดแก ไมมีแรงวายน้ํา 
โดยเกาะบริเวณผิวน้ํา หรือจมลงกนบอ ไมมีการดีดตัวหนีเมื่อมส่ิีงรบกวน  กุงสวนใหญมี 
zoothamnium   สาหราย หรือเพรยีงเกาะบริเวณเหงือกและเปลอืก  ทางเดนิอาหารวางเปลา  
hepatopancreas มีขนาดเล็กลง  ความรุนแรงของโรคในกุงโตพบอาการนอยกวาแตมักพบวามี
การกรอนของขอบ uropods  pleopods  periopods และ telson เปนสนี้ําตาล   มักพบรอยโรคสี
ขาวหรือดําบรเิวณเปลือก  อวัยวะภายในเกิด nodule สีดํา  การตรวจทางจุลพยาธิวทิยาพบวา การ
ติดเชื้อแบบ mild infection  ใน hepatopancreas tubule มีเชื้อแบคทีเรียและมกีารลอกหลุดของ 
necrotic hepatopancreatic cells ใน lumen  รวมกับ haemolytic infiltration ใน interstitial 
haemal sinuses  สําหรับกุงที่ติดเชื้อรุนแรงพบเชื้อแบคทีเรียปริมาณมากภายใน tubular lumen  



 
    

รวมกับการเกดิ hepatopancreatic tubular necrosis    basal lamina ของ tubule ที่มีเชื้อ
แบคทีเรียมีลักษณะหนาตัวขึน้เนื่องจากการสราง collagenous fibers และพบเซลลที่ม ี nucleus 
ลักษณะ spindle-shaped อยูใน collgenous fiber  และมี hemocyte มาลอมรอบบริเวณ tubule  
ทําใหเกิดเปนรอยโรคแบบ granulomatous  ซึ่งบริเวณ interstitial tissue เกิด edema  enlarged 
sinuses  มีการสะสมของ eosinophilic granules และ amorphous matter  มี infiltrated 
hemocyte รวมกับ semi granular และ granular cells   hemocyte ซึ่งสวนใหญเปน 
semigranular จะมารวมตัวกันเปนผนงัลอมรอบ tubules ที่มี bacteria เขามา   กรณีที่เปน old 
granulomatous พบวาม ี melanization และไมพบเชือ้แบคทีเรีย  interstitial tissue รอบกอน 
granulomatous ขยายออกมากขึ้น  มีการสราง granulation tissue ซึ่งประกอบดวย collagenous 
fiber และการ adhering ของ cell ที่ม ีnucleus ลักษณะ spindle-shapes   haemal sinuses และ 
infiltrated hemocyte   นอกจากใน hepatopancreas แลวยงัพบการ infiltrated ของ hemocyte ที่
เก็บกินเชื้อแบคทีเรีย ในกลามเนื้อหัวใจ  (Jiravanichpaisal et al. , 1995) 
  ปญหาที่พบไดบอยในฟารมเพาะฟกและอนุบาลวัยออน คือ โรคติดเชื้อวิบริโอเรืองแสง 
(luminescent vibriosis)  ซึ่งทาํใหเหน็ลกูกุงเปนสีเขียวเรืองแสง (Lavilla-Pigoto, 1995) มีสาเหตุ
จาก V. harveyi   แยกไดจากสิ่งแวดลอมในทะเล  มักพบเชือ้ชนิดนี้บริเวณผิวนอกและจากในลาํไส
ของสัตวทะเล  รวมถึงกุงกลุาดําวยัออน  โดยพบเชื้อปริมาณมากใน maternal content  ซึ่งทาํให
เกิดการแพรกระจายของเชือ้ระหวางการวางไข   อาการทีพ่บไดแก เปลือกเปราะแตกงาย มีจุดสีน้าํ
ตาลหรือดําบรเิวณเปลือก ตวัมีสีเขมขึ้นหรอืมีสีแดง เหงอืกเปนสีชมพหูรือน้ําตาล  กลามเนื้อสีขาว
ขุน  ไมมีอาหารในลําไส หางกรอน  hepatopancreas มีสีเขม ฝอและแนน  หรือบวมซีดและนิ่ม 
(Jiravanichpaisal et al., 1994)  แหลงของเชื้อ V. harveyi  ที่สําคัญในฟารมเพาะฟก นอกเหนือ
จากน้ําที่ใชเลีย้งกุง ไดแก ส่ิงขับถาย เปลอืกนอกของแมกุง และน้ําทีใ่ชเลี้ยง artemia  โดยในลําไส
ของแมกุงมเีชือ้แบคทีเรียปริมาณมากถงึ 2x109 cells/g โดย 63-77% เปนเชื้อวิบริโอ และเปนเชื้อ 
V.harveyi ปริมาณมากที่สุด (16-18%) โรควิบริโอเรืองแสงทําใหเกิดความเสียหายตอ 
hepatopancreas เชน ทําใหเกิดการอักเสบบริเวณ intertubular sinuses ทําใหเกดิความเสียสม
ดุลทาง สรีรวทิยาและทาํใหลูกกุงเครียด โตชา และตายในที่สุด  (Eduardo et al., 1998) 

 V. parahaemolyticus  ทําใหเกิดโรค red leg disease ในกุง โดยพบวาทาํใหกุงมีอัตรา
การตายถึง >90%  ลักษณะของโรค คือ พบการกระจายของ chromatophores บริเวณ periopods 
และ pleopods ทําใหเหน็ระยางคเปนสีแดง  พบการเกิด pigmentation บริเวณ brachial region 
ของ cephalothorax  การศึกษาของ Sudheesh and Huai-Shu (2001)  โดยการฉีดเชื้อ  
V. parahaemolyticus  0.1 ml เขากลามเนื้อบริเวณปลองลําตัวที่ 3 และ 4  เทากับปริมาณเชื้อ 
1x108   1x106   1x104   และ 1x102 CFU ตอตัว ภายใน 6 ชั่วโมงหลงัจากฉีดเชื้อ พบวากุงมีอาการ 



 
    

เคลื่อนที่ชาลง  เสียการทรงตัว  วายน้าํวน และไมมีแรง hemolymph ไมแข็งตัว  ระยางคมีสีแดง  
เมื่อครบ 7 วัน กุงในกลุมควบคุม (ฉีดน้ํากลัน่) ไมตาย ขณะที่กลุม 1x108 CFU ตาย 100% และ 
กลุม  1x106   1x104   และ 1x102 CFU ตาย 80  20 และ 10% ตามลําดับ  คา LD50 เทากับ    
1x105  CFU 
 V. vulnificus ทาํใหเกิดโรค black splint syndrome ในกุงระยะ juvenile พบรอยโรค
ลักษณะเปนจดุดํา filament หรือ splints ในกลามเนื้อ ซึง่รอยโรคนี้ยงัคงอยูแมจะผานกระบวนการ
ปรุงอาหาร ทําใหไมเปนที่ตองการของตลาด (Lavilla-Pigoto, 1995) 

การรักษาโรควิบริโอในกุงกลุาดําใหไดผลดีควรเริ่มรักษาเมื่อติดเชื้อในระยะแรก ซึ่งในทาง
ปฏิบัติสามารถตรวจสอบไดยาก  ซึ่ง Nash และคณะ (1992) ไดใหขอเสนอวาควรมกีารปองกันโรค
ซึ่งเปนวิธทีี่ดีทีสุ่ดโดยควรมีการจัดการที่ด ี เชน ไมเลี้ยงกุงหนาแนนเกนิไป  รักษาคุณภาพน้ําใหมี
ปริมาณ phytoplankton ที่เหมาะสม   การใหอาหารเหมาะสม รวมกับมกีารเฝาระวังโรคอยาง
สม่ําเสมอเพื่อใหวนิิจฉัยโรคไดรวดเร็ว 

 
2.3  การจัดการปญหาโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงกลุาดํา 

     
หลังจากที่ประเทศไทยประสบความสาํเร็จในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดํา  ทําใหมีการเลีย้งเพิ่ม 

มากขึ้น    พบวาฟารมเลีย้งกุงมีปญหาดานการเกิดโรคติดเชื้อมากขึ้น  สงผลใหมีการใชยาเพื่อปอง
กันและรักษาโรคในฟารมกุงอยางแพรหลาย รวมทั้งการใชยาอยางไมถกูตอง  

ยาตานจุลชีพที่มีการใชมากในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดํามหีลายชนิด  เชน oxytetracycline 
ซึ่งเปนยาทีท่างสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทยและหลายๆประเทศอนญุาต
ใหใชในสัตวน้าํ  โดยแนะนาํใหใชผสมในอาหารขนาด 25-50 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัมตอ
วัน ใหกนิติดตอกัน 7-10 วัน  oxytetracycline เปนยาที่ใหผลดีในการควบคุมโรคติดเชื้อวิบริโอใน
ประเทศไทย แมวาผลทดสอบทางหองปฏิบัติการพบวาเชื้อแบคทีเรียเริ่มมีความตานทานตอยา 
(Tonguthai and Chanratchakool, 1992; ณิธาวนัและคณะ, 2546)   ยาในกลุม nitrofurans ได
แก furazolidone  furacin  nitrofurazone nitrofurantoin เปนยาที่มีการใชเพื่อรักษาโรคติดเชื้อ
แบคทีเรียในกุงวัยออน โดยใชขนาด 1-2 ppm  แชเปนเวลานาน  พบวายาในกลุมนี้ไดผลดีในการ
ตอตานเชื้อวิบริโอในหองทดลองแตพบวาการใชอาจไมไดผลในการใชในบอดิน   แตปจจุบันยาใน
กลุมนี้ไมไดรับอนุญาตใหใช  (Tonguthai and Chanratchakool, 1992) เชนเดียวกับยา 
chloramphenicol ซึ่งมีการใชในประเทศไทยมานาน เนื่องจากยา chloramphenicol ที่ตกคางใน
อาหารทําใหเกิด aplastic anemia ในมนษุย โดยไมข้ึนกับความเขมขนของยา (Spoo and Riviere, 
1995)  oxolinic acid เปนยาอีกชนิดหนึ่งที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดํา  โดยอยูใน



 
    

รูปของ premix  ขนาดยาที่ใชข้ึนอยูกับขนาดกุง  โดยใหขนาด 2 กรัม/กิโลกรัมอาหาร ตอวนัในกุงที่
น้ําหนกัตัวนอยกวา 2 กรัม  และใหขนาด 3 กรัม/กิโลกรัมอาหาร ในกุงทีน่้าํหนักตัวมากกวา 2 กรัม  
ระยะหยุดยาควรมากกวา 25-30 วันหลงัจากใหยาครั้งสุดทาย   นอกจากนี้ยาตานจุลชีพอืน่ที่มกีาร
ใชในสัตวน้าํ เชน ยากลุม sulfa-trimetroprim   กลุม fluoroquinolone เปนตน (Tonguthai and 
Chanratchakool, 1992) 

การศึกษาความไวรับของเชือ้วิบริโอโดยณธิาวนัและคณะ (2546) พบวาเชื้อวิบริโอที่แยกได
จากกุงกุลาดําปวยมากกวา 70% ของ isolates มีความไวรับตอยาตานจุลชีพ กลุม 
fluoroquinolone และเชื้อวิบริโอสวนใหญ (มากกวา 90% ของ isolates) ใหผลไวรับตอยา 
chloramphenicol  เชนกัน  ในขณะที่ประมาณ 50% ของเชื้อวิบริโอที่นาํมาทดสอบไมแสดงความ
ไวรับตอยา nalidixic acid 

อยางไรก็ตามการใชยาตานจุลชีพในฟารมกุงทั้งเพื่อการปองกันและการรักษาโรค ถาใชใน
ขนาดต่ําหรือใชอยางตอเนื่องอาจมีผลทําใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยาและเกิด 
multiple antibiotic resistance ซึ่งการตานทานตอยาของเชื้อจะทาํใหการใชยาในการรักษามนุษย
และสัตวมีประสิทธิภาพลดลง  นอกจากนี้อาจทําใหเกดิ cross – resistance กับยาชนิดอื่น   การใช 
oxytetracycline หรือ oxolinic acid ทําใหเชื้อเกิดความตานทานตอ flumequine และ 
oxytetracycline   การศึกษาของ Tendencia และ de la PeÑa (2001) ในประเทศฟลิปปนส พบ
การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียในบอกุง โดยพบวาเชื้อวิบริโอ 24% ที่แยกไดจากบอเลี้ยงที่ใช oxolinic 
acid  เกิด multiple antibiotic resistance กับยาตานจุลชีพอยางนอย 2 ชนิด และจากการศึกษา
พบวา oxytetracycline  เปนยาที่เชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานมากที่สุด (4.3%)  ตามดวย 
furazolidone (1.6%)  oxolinic acid (1%) และ chloramphenicol (0.66%)    
 นอกจากยาตานจุลชีพยงัมกีารใชสารฆาเชื้อในกลุม quarternary ammonium 
compounds ไดแก benzalkonium chloride (BKC)  ซึ่งเปนสารฆาเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราใน
ฟารมอนุบาลลูกกุง  โดยขนาดที่ใช 1.0-1.25 ppm ในการรักษาโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงโต  และ
ขนาด 0.1 ppm เปนเวลา 16 ชั่วโมงในลกูกุงระยะ protozoea II และ mysis II   และใชขนาด 0.2 
ppm เปนเวลา 24 ชั่วโมงในลกูกุงระยะ postlarva5  และขนาด 0.94 ppm ในลูกกุงระยะ 
postlarva 18 
 Sung และคณะ (2003) ศึกษาถงึ Timsen (alkyl dimethyl benzyl ammonium 
chloride-4C-active) ซึ่งเปนสารในกลุม quaternary compound ออกฤทธิ์ตอตานเชื้อจุลชีพได
และมีความเปนพิษตอเนื้อเยือ่ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมต่าํ  จากการศึกษาพบวา Timsen  
สามารถลดปรมิาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําได โดยใชขนาด 0.1 และ 0.5 mg/l เปนเวลา 24 ชั่วโมง  โดย



 
    

เชื้อแบคทีเรียจะลดลง 70% และ 97% ตามลําดับ และในน้าํเค็มเชื้อแบคทีเรียลดลง 38% และ 
72% ตามลําดับ 
 การใช probiotic เปนอีกทางเลือกหนึง่เพื่อควบคุมปริมาณเชือ้แบคทีเรียในบอเลี้ยง โดย
การใช probiotic เปนการใชเชื้อแบคทีเรียที่เปนประโยชนเพื่อลดจํานวนเชื้อแบคทีเรียกอโรค  มีการ
ใชในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสตัวเพื่อทดแทนการใชยาตานจุลชีพ และมีการนาํมาใชเพื่อเลี้ยงสัตวน้ํา  
โดยเมื่อเติมเชือ้แบคทีเรียในน้ําที่มีสัตวอาศัยอยู  จะทําใหสวนประกอบของชนิดแบคทีเรียในน้ําและ
ตะกอนดินเปลี่ยนไป  การศึกษาของ Moriarty (1998) พบวา การใชเชื้อ bacillus ปริมาณ 1x104 
ถึง 1x105 CFU/ml  ชวยลดจํานวนเชื้อวิบริโอในน้ําและในตะกอนดินได 
  
 
3. Bronopol 

 
3.1 ลักษณะทัว่ไปและการออกฤทธิ ์(The European Agency for the Evaluation of  

Medicinal Products, 2001) 
 
bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3 diol)  เปนสารตานจุลชีพซึ่งใชเปนสารกันเสีย 

(preservative)  ในผลิตภัณฑสําหรับคน เชน  แชมพ ู  เครื่องสําอาง   food – contact material 
และเปนสวนผสมในยาใชภายนอก และมกีารนาํ bronopol มาใชเพื่อควบคมุการติดเชื้อราในไข
ปลาแซลมอน  โดยการแช (bath treatment) ดวย bronopol ขนาด 50 มิลลิกรัม ตอน้ํา 1 ลิตร เปน
เวลา 30 นาที ทั้งหมด 8 คร้ัง 

bronopol เปนยาที่ออกฤทธิ์ตอตานเชื้อแบคทีเรียไดกวางและสามารถออกฤทธิ์ตอตาน   
เชื้อราและยีสต  กลไกการออกฤทธิ์ของ bronopol โดยละเอียดนัน้ยงัไมทราบแนชดั  เชื่อวา 
bronopol มีผลทําใหเกิดการยับยั้งของ thiol – containing dehydrogenase enzymes ซึ่งเปน 
membrane bound ทําใหเกิด cell leakage และ เกดิ cell collapse ตามมา  (The European 
Agency for the Evaluation of Medicinal Products; EMEA, 2001) 
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รูปที่ 4  สูตรโครงสรางของ bronopol (National Chemicals Inspectorate, 2003) 

 
 การศึกษาความคงตัวของ bronopol พบวาที่ pH 7 และ 9   bronopol มีอัตราการ 
hydrolysis สูง  โดยขึน้กับความเขมขน  เมื่ออัตราการ hydrolysis สูงขึ้นความเขมขนของ 
bronopol จะลดลง  โดย bronopol ความเขมขน 0.01 – 0.1%  มีคาครึ่งชีวิตนอยกวา 1 วัน  ที่
อุณหภูมิ 25 oC  ในขณะที่ pH 4  bronopol จะมีความคงตัวมากกวา แตก็พบวาเกิดการ 
hydrolysis อยางตอเนื่องตามเวลาที่ผานไป แมวาจะมผีลตอความเขมขนเพยีงเลก็นอย  การเสื่อม
สลายของ bronopol แบงไดเปน 4 ทาง  โดย 3 ทางเกิดจาก 2-bromo-2-nitroethanol ซึ่งเกิดจาก
การสูญเสีย (reversible loss) ของ formaldehyde และทางที่ 4 เกี่ยวของกบัการเปลี่ยนจาก 
bronopol เปน tris (hydroxymethyl)  ซึ่งเปนการเปลีย่นแปลงแบบไมผันกลับ 
  

3.2 ขอมูลทางเภสัชจลนศาสตร  (The European Agency for the Evaluation of  
Medicinal Products, 2001) 
 
 การศึกษาโดยใหหนูและสุนขัพันธุ beagle กิน 14C-bronopol  ขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
น้ําหนกัตัว  ความเขมขนของ bronopol ในพลาสมาอยูในชวง 0.5-0.61 และ 0.92-1.4 ไมโครกรัม-
equivalent/ มิลลิลิตร หลังจากใหยา 0.5-2 ชั่วโมงในหนูและสุนัขตามลําดับ   คา bioavailability 
ในหนูหลงัจากกินยาขนาด 10 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว คร้ังเดียว เทากับ 75%    หลัง
จากใหยาหนทูดลองครั้งเดยีวหรือใหยาซ้าํ พบวา bronopol – related residues กระจายอยูใน
เนื้อเยื่อทั่วรางกาย  ไมพบการสะสมและยาถูกขับออกจากรางกายอยางรวดเร็ว  หลังจากใหหนกูนิ 
14C-bronopol  10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว พบวามากกวา 60% ของยาที่ใหตรวจพบไดใน
ปสสาวะหลังไดรับยา 12 ชั่วโมง  และพบ 1.3 ถึง 7.4% ในอุจจาระ   ปริมาณยาทัง้หมดทีขั่บออก
ทางอุจจาระใน 168 ชั่วโมงแรกหลังไดรับยาโดยประมาณเทากับ 10% ของปริมาณยาที่ให   และ



 
    

พบปริมาณยาจากการหายใจเอาคารบอนไดออกไซดออก 4.1 และ 1.8%  ใน 48 ชั่วโมงแรก ในเพศ
ผูและเพศเมียตามลําดับ 
 การศึกษา metabolite ของ bronopol โดยใหหนูกนิ14C-bronopol  10 หรือ 50 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ไมพบ unmetabolised bronopol ในพลาสมาหรือปสสาวะในหนูที่ไดรับยา  
จากการตรวจปสสาวะ metabolite ของยาที่พบเปนสวนใหญคือ 2-nitropropane-1,3 diol  ซึ่งเปน
ปริมาณ 50% ของ radioactivity  สวน metabolite ชนิดอื่นยงัไมสามารถระบชุนิดได    การศึกษา
ในหลอดทดลองเมื่อเติม 14C-bronopol ในตัวอยางพลาสมาของหนู สุนัข และกระตายพบวา 
bronopol สลายตัวภายใน 5 นาท ีไดเปน 2-nitropropane-1,3 diol    การศึกษาพิเศษเพื่อหา fate 
of the bromine moiety โดยใหหนูกนิยาขนาด 1 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัวเพียงครั้ง
เดียว และนาํปสสาวะมาตรวจหา bromide ion  พบวาที่ขนาดยา 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนักตัว 
ระดับความเขมขนของ bromide ion ไมมากกวาระดับปกติ และพบ 17% ของขนาดยา 50 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ถูกขับออกในรูปของ bromide ในชวง 0-120 ชั่วโมง 
 bronopol เปนยาที่มกีารใชอยางแพรหลายในผลิตภัณฑใชภายนอกของมนุษย  การดูดซึม
ของยาเขาสูรางกายมีความแตกตางกนัไปแลวแตความเขมขนของยาที่ใช  จากการทดลองเมื่อใช 
14C-bronopol  ความเขมขน 5% ทาผิวหนงั  พบวายามกีารขับออกทางปสสาวะภายใน 48 ชั่วโมง
หลังจากไดรับยา และไมพบยาในอุจจาระ 
 ยังไมมีขอมูลดาน metabolism   pharmacokinetic หรือ residues depletion ของ 
bronopol ในชนิดสัตวเปาหมาย  แตจากการศึกษาโดยใหสัตวเลี้ยงลกูดวยน้าํนมกนิพบวา 
bronopol จะถูก metabolized อยางรวดเร็วและถูกขบัออกจากรางกาย  ไมพบ unmetabolised 
bronopol ในพลาสมาหรือปสสาวะในทกุจุดเวลา  นอกจากนี้ bronopol ยังถูก hydrolysed ได
อยางรวดเร็วในตัวทาํละลายที่เปนของเหลว  ดงันัน้ในการใชในไขปลาแซลมอน ซึ่งใชระยะเวลาใน
การเจริญเติบโตจนถงึระยะที่สงขายเปนเวลาถงึ 12 เดือนหลงัจากฟก  จึงสรุปไดวาสารตกคางจาก 
bronopol สลายไปหมดแลว 
 

3.3  ขอมูลการศกึษาความเปนพิษ (The European Agency for the Evaluation of  
Medicinal Products, 2001) 
 
 bronopol จัดเปนสารที่มีพษิเฉียบพลนัระดบัปานกลาง โดยคา LD50 แบบเฉียบพลนัเมื่อให
ยาโดยการกนิเทากับ 180-400 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวในหนู rat และ 250-500 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ในหน ูmice   อาการที่พบภายใน 30 นาทหีลังจากทีห่น ูrat ไดรับยา ไดแก ซึม
น้ําลายไหล หายใจเสียงดงั หอบและอาปากหายใจ หายใจลาํบาก มีของเหลวไหลออกทางจมูก   



 
    

ผิวหนังเปนสมีวง (cyanosis) และกลามเนื้อทาํงานไมประสานกนั  การตรวจทางพยาธวิิทยาในหนู
ที่ตายพบ การระคายเคืองของทางเดนิอาหาร  มามมีขนาดเล็ก ตอมหมวกไตขยายใหญและมีสีเขม  
คา LD50 เมื่อใหหนูไดรับยาทางผิวหนัง มากกวา 1600 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  และคา LC50 
เมื่อหนูไดรับยาโดยการสูดดมเปนเวลา 6 ชั่วโมง เทากบั 5 มิลลิกรัม/ลิตรอากาศ 
 หนพูันธุ Chales River CD เพศละ 20 ตัว ตอกลุม  ไดรับยา bronopol โดยการสอดทอเขา
กระเพาะอาหารวันละ 1 คร้ัง ขนาด 0 (น้ํากลั่น) 20  80  หรือ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว 
เปนเวลา 13 สัปดาห  หนทูุกตัวที่ไดรับยาขนาด 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ตายหรือถูกทาํ
ใหตาย ภายในวนัที ่ 9 ของการศึกษา  หนูเพศผู 7 ตัวและเพศเมีย 9 ตัวของกลุมที่ไดรับยา           
80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัวตาย  ความเปนพิษของยาเหน็ไดชัดเจนในหนกูลุมที่ไดรับยา       
80 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั และในหน ู1 ตัวที่ไดรับยา 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนัก
ตัว โดยมีอาการหายใจลําบากและชองทองขยายใหญ  น้ําหนกัตัวและการกนิอาหารลดลงในกลุม 
80 และ 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  พบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธวิิทยาในหนทูี่เสียชวีิต     
ไดแก ทางเดนิอาหารขยายใหญเนื่องจากแกสหรือของเหลว  ปอดขยายใหญ และตอมไทรอยดมี
ขนาดเล็ก  การตรวจทางจุลพยาธิวทิยาในหนทูี่ไดรับยาขนาด 20 และ 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัม       
น้ําหนกัตัว อยางละ 2 ตัว พบทอไตมีขนาดขยายใหญ ภายในพบ eosinophilic material   
 สุนัขพันธุ beagle เพศละ 2 ตัว ตอกลุม ไดรับยา bronopol โดยการสอดทอเขากระเพาะ
อาหาร วันละคร้ัง ขนาด 0 (น้ํากลัน่) 4  8 หรือ 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว เปนเวลา             
13 สัปดาห  ใน 6 สัปดาหแรก สุนัขที่ไดรับยาขนาด 20 มิลลิกรมั/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว มีอาการ
อาเจียนหลงัจากไดรับยา 30 นาท ี หลงัจากนั้นจงึปรับใหอาหารสุนขักอนใหยา 2 ชั่วโมง และพบวา
มีสุนัขเพยีง 1 ตัวที่มีอาการอาเจียน  หลังจาก 12 สัปดาห กลุมที่ไดรับยาขนาด 8 และ 20 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัวมีจาํนวนเม็ดเลือดขาวลดลงอยางมนียัสําคัญ  เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวา กลุม
ที่ไดรับยาขนาด 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวมนี้ําหนกัของมามและตับเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญ 
แตไมพบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวทิยา  คา NOEL (no observed effect level) ซึ่งเปนคาความ
เขมขนของยาที่ไมพบความผิดปกติที่สังเกตได  จากการศึกษานี้คิดจากการลดลงของเม็ดเลือดขาว 
เทากับ 4 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน 
 การศึกษา pre-GLP ใน 1 รุน (single-generation)  ในหนพูันธุ Charles River CD rat 
เพศผู 11 ตัว และเพศเมีย 28 ตัว  โดยใหกนิ bronopol ละลายในน้าํกลั่น ขนาด 20 หรือ             
40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว/วัน โดยเพศผูไดรับยาเปนเวลา 63 วัน และเพศเมีย 14 วันกอน
ผสมพันธุ  และใหหนูเพศผูอีก 11 ตัว และเพศเมียอีก 22 ตัว เปนกลุมทีไ่มไดรับยา  เมื่อแมหนูตัง้
ทองได 13 วัน ผาซากหนูกลุมละ 10 ตัว และเลีย้งหนทูี่เหลือตอจนออกลูกเองตามธรรมชาติและให



 
    

เลี้ยงลูกจนหยานม  พบวายาไมมีผลตอความสมบูรณพันธุหรือการผสมพันธุ  อัตราการตั้งทอง 
ระยะเวลาการตั้งทอง corpora lutea  จํานวนตัวออนฝงตัวและไมผลตอตัวออน   
 การศึกษา GLP – compliant  โดยใหหนูเพศเมียพนัธุ Sprague-Dawley ซึ่งผสมพันธุแลว 
จํานวน 24 ตัว กนิยา bronopol ขนาด 0 10  28 หรือ 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว/วัน  ในชวง
วันที่ 6-15 ของการตั้งทอง โดยใชน้ําบริสุทธิท์ีท่ําใหเปนกรด pH 4 ดวย 1.0M hydrochloric acid 
เปนตัวทําละลายยา  พบวายามพีษิตอแม (น้าํหนกัตัวลดลงในวนัที ่ 6-7 ของการตั้งทอง) ที่ขนาด 
80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว  ไมพบวายามีผลตอจํานวนตัวออน เพศของตัวออน หรือน้ําหนัก
ตัวออน ไมพบการผิดรูปของตัวออนในทกุกลุมที่ไดรับยา  กลุมที่ไดรับยา 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ํา
หนกัตัวพบการสรางกระดูก (ossification)ไมสมบูรณบริเวณ sacral neural arcs เมื่อเทียบกบักลุม
ควบคุม อยางไรก็ตามอาจเปนความบังเอญิที่ไมเกี่ยวของกับยา คา NOEL ของการศึกษานี้เทากับ      
28 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัว สําหรับความเปนพิษในแม และ > 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว
สําหรับการเกดิการผิดรูปของลูกและความเปนพษิตอตัวออน  
 การศึกษา GLP – compliant  ใหกระตายพนัธุ New Zealand White เพศเมยีที่ผสมพันธุ
แลวกลุมละ 18-20 ตัว ไดรับ bronopol ขนาด 0  5  20  40 หรือ 80  มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว
ตอวัน ในชวงวันที ่7-19 ของการตั้งทอง โดยใชน้ําที่ปรับให pH เทากับ 4 เปนตัวทําละลาย  ที่ขนาด
ยา 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวพบความเปนพษิตอแมกระตาย โดยมอีาการกนิอาหารลดลง 
น้ําหนกัตัวลดลงในวนัที ่ 11 และพบวาปริมาณอุจจาระและขนาดอุจจาระเล็กลง  มีผลตอตัวออน 
คือ น้ําหนกัของตัวออนลดลงอยางมนีัยสําคัญ ลูกตัวเล็กกวาปกติ พบการผิดรูปของตัวออนสงูกวา
กลุมควบคุมแตไมตางจากกลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคัญ  พบการสรางกระดูกผิดปกติในสวน pubic 
bones และกระดูกสวนกะโหลก สันหลัง อกและขา  คา NOEL จากการศึกษาพิษตอแมและตัวออน
เทากับ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน 
 การศึกษาผลของ bronopol ในลูกหนูกอนและหลังคลอด โดยการใหยาขนาด 0 (น้ํากลั่น) 
ในแมหนูที่ไดรับการผสมแลว กลุมละ 20 ตัว ทางการสอดทอเขากระเพาะอาหาร ใหยาตัง้แตวันที่ 
15 ของการตัง้ทอง จนถึง 21 วนัหลงัคลอด พบวาแมหนกูลุมที่ไดรับยา 20 และ 40 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวันเสียชีวิตกลุมละ 1 ตัว  เมื่อผาซากพบเลือดออกในทางเดนิอาหาร ซึง่คาด
วาเกิดจากวิธกีารใหยา   วนัที ่4 หลงัออกลูกอัตราการตายของลูกหนูกลุมที่ไดรับยาสงูกวากลุมควบ
คุมอยางมีนยัสําคัญ และน้าํหนักลูกหนูนอยกวากลุมควบคุมแตไมมีนัยสําคัญ     
 การศึกษาการกลายพันธุของยีนแบบ 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 ไดผลลบ   การศึกษา host-mediated assay โดยใหหนู
เพศเมียกินยาวันละครั้ง ขนาด 0  12.5  25 หรือ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวันเปนเวลา    



 
    

6 วัน ใหยาครัง้สุดทายรวมกบั Salmonella typhimurium TA1530 ใหผลลบ   การศึกษา in vitro 
cytogenetics ใน lymphocyte มนษุย พบเซลลทีม่ีความผิดปกติเมื่อไดรับยาขนาดสูงสุด คือ      
30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แตไมพบ metabolic activation   เนื่องจาก bronopol สลายตัวไปเปน 
clastogen formaldehyde เมื่ออยูในสภาวะ culture  ดังนัน้ผลการศึกษา in vitro cytogenetics 
assay อาจเกดิเนื่องจาก formaldehyde    การศึกษา in vivo micronucleus ในหนูที่ใหกนิยา
ขนาด 80 หรือ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว และเก็บไขกระดูกมาตรวจทกุ 24  48 หรือ        
72 ชั่วโมงไดผลลบ  การศึกษา dominant lethal assay  ในหนูเพศผูโดยใหกนิยาขนาด 20 หรือ    
60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน เปนเวลา 6 วัน หรือฉีด bronopol เขาชองทองขนาด         
10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวครั้งเดียวกอนการผสมพันธุกับหนูเพศเมียที่ไมไดรับยา  ไดผลเปน
ลบ  จากการศึกษาสรุปไดวา bronopol ไมมีความเปนพษิตอยีน 
 การศึกษาการกอมะเร็งของ bronopol โดยใหหน ูCarworth CFLP เพศละ 52 ตัวตอกลุม  
ไดรับ bronopol ความเขมขน 0  0.2% หรือ 0.5% (ใน 90% acetone/น้ํา)  โดยการทาบริเวณผิว
หนงัซึ่งโกนขนแลว  โดยใชปริมาณทีท่า 0.3 มิลลิลิตร  3 วันตอสัปดาห เปนเวลา 80 สัปดาห  ซึ่งเทา
กับขนาดยา 0  4.9/6.5 และ 12.7/16.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ในหนูเพศผู/เพศเมยี ตาม
ลําดับ  ในชวง 3 สัปดาหแรกพบอาการขนรวงรอบๆบริเวณที่ทา bronopol   น้าํหนักตัวในหนูเพศผู
ที่ไดรับยาขนาดสูงสุดคือ 0.5% ลดลงอยางมีนยัสําคญั  แตปริมาณการกินอาหารไมตางจากกลุม
ควบคุม  การศึกษานี้เร่ิมในชวงตนป 1970 และนําตัวอยางเนื้อเยื่อมาตรวจทางกลองจุลทรรศน  
หลังจากนั้น 10 ป นาํเนื้อเยื่อที่เหลือมาตรวจ พบการเกิด papillomas ในหนูเพศผู 1 ตัวและเพศ
เมีย 3 ตัวที่ไดรับยา 0.5% แตไมพบในกลุมอ่ืน  ในหนูเพศเมยีอุบัติการณการเกิด papillomas มีนัย
สําคัญทางสถติิ (p<0.033)  พบอุบัติการณการเกิด nodular hyperplasia ของตับ ในหนูเพศผูที่ได
รับยา 0.5% แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ   การเกิด papillomas ในหนูที่ไดรับยา 0.5% (เทากับ 
12.7/16.5 มลิลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนกัตัวตอวัน ในหนูเพศผู/เพศเมีย)  เปนผลจากการระคายเคอืง
ของ bronopol ตอเนื้อเยื่อซ่ึงไมเกีย่วของกับผลตอยีน 
 การศึกษาพิษเร้ือรังและการศึกษาการกอมะเร็ง ในหนูพนัธุ Sprague-Dawley เพศละ     
45 ตัวตอกลุม กินยาซึง่ผสมในน้าํทีป่รับความเขมขนใหหนูไดรับยาขนาด 0  10  40 หรือ           
160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัวตอวนั เปนเวลา 104 สัปดาห  เกบ็ตัวอยางเลือดจากหนูเพศละ 
15 ตัวตอกลุม  อัตราการตายของหนูในกลุมที่ไดรับยา 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนักตัว เทากับ 
20% ในเพศผูและ 38% ในเพศเมีย  พบอาการน้ําหนกัตัวลดลงและการกินอาหารลดลงในหนูกลุม 
40 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั  ปริมาณของยามีผลตอการกินน้ําลดลง แตไมพบความ
สัมพันธของปริมาณยาตอคาทางโลหิตวทิยาและคาทางเคมีของเลือด  การวิเคราะหปสสาวะในหนู
กลุมควบคุมและกลุม 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว พบวาหนูที่ไดรับยา 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัม



 
    

น้ําหนกัตัวขับถายปสสาวะในปริมาณนอยกวากลุมควบคุม  การศึกษาเริ่มในป 1970 เก็บตัวอยาง
เนื้อเยื่อเพื่อตรวจ ณ เวลานัน้ และหลังจาก 10 ป เนื้อเยื่อที่เหลือนํามาตรวจพบ papilloma บริเวณ
กระเพาะอาหารสวนตนในหนูเพศผูที่ไดรับยาแตไมมีนยัสําคัญทางสถติิ  และพบรอยโรคที่ไมใชเนือ้
งอก ไดแก การเกิดแผลหลมุและ hyperkeratosis ของกระเพาะอาหารสวนตน ในหนทูี่ไดรับยา 
160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว ซึ่งเกิดจากการระคายเคืองของยา  พบการเกิด glandular 
dilatation ของกระเพาะอาหารสวนที่หลัง่น้ํายอยในหนทูี่ไดรับยา 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว  
พบการเกิด hyperkeratosis และ/หรือแผลหลุมของเยือ่บุหลอดอาหาร พบรอยโรคของตอมน้ําลาย 
(squamous metaplasia, fibrosis, ductal dilatation/cysts)  การเกิด glandular dilatation ของ
หลอดลม และแผลหลุมที่ล้ิน ในกลุม 40 และ 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั   จากการศึกษา
ความคงตวัของยาคาดวาขนาดยาแทจริงทีห่นูไดรับในการศึกษานี้เทากบั 7  32 และ 142 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนกัตัว ในหนทูี่ไดรับยา 10  40 และ 160 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้าํหนกัตัว  
 การศึกษาการเกิด sensitisation  ในหนูตะเภา โดยใชวิธ ี Magnussen & Kligman test 
พบวา bronopol มีผลใหเกิด sensitisation ต่ํา โดยการศึกษาใหผลลบเมื่อทดสอบรวมกับ formalin   
และเมื่อทดสอบกับอาสาสมคัรพบวา การศึกษาในอาสาสมัคร 120 คน ไมพบการเกิด 
sensitisation  และในอีกการศึกษาพบวาอาสาสมัคร 127 คน ม ี7 รายเกิดอาการแพที่ผิวหนัง 
 การศึกษาคา MIC ในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 6 strains (3 generas) และเชื้อแบคทีเรีย 
แกรมลบ 15 strains (7 generas) ซึ่งเปนตวัแทนของแบคทีเรียปกติในทางเดนิอาหารมนุษย คา 
MIC อยูในชวง 12.5-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงวาเชื้อแบคทีเรียปกติในลําไสไมมีความไวรับตอ
ยา bronopol 
 การศึกษาความทนทานตอยาในชนิดสัตวเปาหมาย (target species)  คือ ไขปลา 
rainbow trout พบวาอัตราการตายมีความแตกตางกนัระหวางแหลงของไขปลา และระหวางชุดของ
ไขปลาเมื่อมาจากแหลงเดียวกัน  อยางไรก็ตามจากอตัราการตายทัง้หมดเมื่อดูจากการฟกเปนตัว  
กลุมที่ไดรับ bronopol มีอัตราการตายต่าํกวากลุมที่ไดรับ malachite green และกลุมที่ไมไดรับยา 
 
 คณะกรรมการไดสรุปไวใน Annex II of Council Regulation (EEC) No. 2377/90 วา 

- bronopol ถูก metabolized และขับออกจากรางกายอยางรวดเร็วในสตัวเลี้ยงลกูดวยน้ํา
นม 

- สามารถใช bronopol ในไขปลาแซลมอนที่ผสมแลว 
- การใช bronopol ในไขปลาแซลมอน ไมทําใหเกิดสารตกคางในปลาที่โตเต็มที ่

คณะกรรมพิจารณาเหน็วาไมมีความจําเปนตองตั้งคา MRL ของ bronopol 
 



 
    

3.4 การใช bronopol ในการรกัษาโรคในสัตวน้าํ 
 

การใช bronopol เพือ่รักษาโรคปลาที่เปนอาหาร ไดรับการรับรองทางกฎหมายในยุโรปเปน 
คร้ังแรกในป 2001 เพื่อทดแทนการใช malachite green ซึ่งมีอันตรายตอผูบริโภค (Department 
for Environment, Food and Rural Affairs, 2002)   
 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการรักษาเชื้อรา Saprolegnia ในปลา rainbow 
trout (Oncorhyncus mykiss) ของ Branson (2002) โดยใชปลากลุมละ 20 ตัว แบงเปนกลุม
ทดลองและกลุมควบคุมอยางละ 2 กลุม  กลุมทดลองใหแช bronopol ขนาด 20 มิลลิกรัม/ลิตร     
30 นาที  เปนระยะเวลา 15 วันติดตอกนั และกลุมควบคุมให placebo ผลการทดลองพบวาปลา 
rainbow trout ในกลุมทดลองซึ่งมกีารติดเชื้อราเมื่อเร่ิมตนการทดลองคิดเปน 70 และ 40%  มีการ
ติดเชื้อราลดลงเปน 0%  ในขณะที่ปลากลุมควบคุมมีการติดเชื้อราเพิ่มข้ึนจาก 45% เปน 74%  
และจาก 35% เปน 55% นอกจากนีพ้บวาความรุนแรงของการติดเชื้อราในปลากลุมควบคมุเพิ่มข้ึน  
 Roth และคณะ (2002) ศึกษาการใช bronopol ขนาด 50 มิลลิกรัม/ลิตร แชเปนเวลา      
30 นาทีตอวนัทุกวนั ในไขปลา rainbow trout และปลา atlantic salmon จํานวน 1.4 ลานฟอง  
และการใช bronopol ขนาด 20 มิลลิกรัม/ลิตร 30 นาทีตอวนั เปนเวลา 14 วันติดตอกัน ในปลา 
rainbow trout  brown trout  และ atlantic salmon จํานวน 26000 ตัว  พบวาการใช bronopol 
สามารถลดความรุนแรงของการติดเชื้อราในไขปลาไดอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ (p<0.001)  และ
สามารถลดการติดเชื้อราในไขปลาได 95%   การศึกษาในปลาพบวา bronopol สามารถใชในการ
รักษาเชื้อราและปองกนัการติดเชื้อราได โดยจากการทดลองปลากลุมที่ไดรับยามีจํานวนปลาที่ติด
เชื้อราลดลงมากกวาปลากลุมควบคุม 73% (p<0.001) และมีอัตราการตายลดลงมากกวากลุม 
ควบคุม 65% (p<0.001) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
 

1. การทดสอบประสิทธิผลของ bronopol ในการยับยั้งเชือ้วิบริโอ 
 

1.1  การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ใน
การยับยั้งเชือ้วิบริโอ โดยวิธ ี antimicrobial agar dilution susceptibility tests  (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) 
 

1.1.1 การเตรียมตัวอยางยาที่ใชในการทดสอบ 
 

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

เชื้อ ใหได 10 มิลลิลิตร ไดความเขมขนของ bronopol เทากับ 128,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจือจาง
คร้ังละ 10 เทา (ten – fold dilution)  ใหไดความเขมขน 1,280 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  แลวเจือจาง
คร้ังละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  640  320  160  80  40  20  10  5  
2.5  ไมโครกรัม/มิลลิลิตรตามลําดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหารเลีย้งเชือ้ดวยอัตราสวน 
1:10 โดยใชยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ Meuller Hinton    
18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  
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  ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl)  0.1N   

(NCCLS, 1999) เจือจางสารละลายที่ไดดวยน้าํกลั่นใหไดความเขมขนของยา 5120 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร  เจือจางครั้งละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  5120  2560  1280  
640  320  160  และ 80  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ตามลาํดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวยอัตราสวน 1:10  โดยผสมยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  กับอาหารเลี้ยง
เชื้อ Meuller Hinton 18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาใน



 
    

อาหารเลีย้งเชือ้เทากบั   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 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 0.1N (NCCLS, 

1999)  เจือจางสารละลายทีไ่ดดวยน้ํากลัน่ใหไดความเขมขนของยา 5120 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  เจือ
จางครั้งละ 2 เทา (two – fold dilution) ใหไดความเขมขนของยา  5120  2560  1280  640  320  
160  และ 80  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ตามลําดับ  ผสมยาที่ความเขมขนตางๆลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ดวยอัตราสวน 1:10  โดยผสมยาแตละความเขมขนปริมาณ 2 มิลลิลิตร  กับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Meuller Hinton  18 มิลลิลิตร  และเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดความเขมขนของยาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเทากบั   512  256  128  64  32  16   8  4  2  และ 1  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ตารางที ่4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

 
ตารางที่ 2     ขั้นตอนการเตรียมสารละลายยา bronopol 

 
 

ขั้นตอนที ่ ความเขมขนของ 
bronopol (µg/ml) 

นํามาจากขั้นตอน
ที ่

อัตราสวน  
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน 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 ่ ความเขมขนของ 
oxytetracycline 

(µg/ml) 

นํามาจาก 
ขั้นตอนที ่

อัตราสวน 
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน 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 ่ ความเขมขนของ 
enrofloxacin (µg/ml) 

นํามาจาก 
ขั้นตอนที ่

อัตราสวน 
ปริมาตรยา (ml) 

อัตราสวน 
ปริมาตรน้ํากลัน่ (ml) 

ความเขมขนของยากอนผสม
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA 

ความเขมขนทีใ่ชในการทดสอบ 
เจือจาง 1:10 เทาใน 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 
 

เชื้อแบคทีเรยีที่ใชในการศึกษา 
 

เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบไดแก  เชื้อวิบริโอที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวย  รวม 109 เชื้อ  
ประกอบดวย  เชื้อ V.alginolyticus  V. cholerae  V.damsela  V. fluvialis   
V. parahaemolyticus  และ V. vulnificus   และเชื้อแบคทีเรียมาตรฐานสําหรับควบคุมคุณภาพ
การทดลอง   ไดแก  Escherichia coli  ATCC 25922    Staphylococcus aureus ATCC 29213  
และเชื้อ Vibrio parahaemolyticus    ATCC  17802 

เพาะเชื้อวิบริโอลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ bacto tryptic soy agar (TSA) ซึ่งเพิม่เกลือ 
โซเดียมคลอไรดเปน 1 %   และเพาะเชื้อ Escherichia coli  ATCC 25922   
Staphylococcus aureus  ATCC 29213 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ bacto tryptic soy agar (TSA)  
บมที่อุณหภูม ิ30 oC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  ปรับความเขมขนของเชื้อโดยการเขี่ยเชือ้ลงในน้ําเกลอื
ฆาเชื้อ 0.9%  ใหไดความขุนเทยีบเทา 0.5 McFarland  (ประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร)   เจอืจางอีก 
10 เทาใหไดความเขมขนของเชื้อประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร   

ดูดน้ําเกลือทีม่ีปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 107 CFU/มิลลิลิตร  มา 1 มิลลิลิตรลงในหลอดของชุด 
multipoint inoculator  ซึ่งสามารถทดสอบไดคร้ังละ 25 เชื้อ   โดยใชเปนเชื้อทดสอบ 22 เชื้อ และ
เชื้อมาตรฐาน 3 เชื้อ  นาํ multipoint inoculator  จุมในเชื้อที่เตรียมไว  แตะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Meuller Hinton  ที่มียาปริมาณตางๆ  ไดเชื้อแบคทีเรียประมาณ 104 CFU/spot บนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ  30oC  เปนเวลา 18 – 20 ชั่วโมง  อานผล 

 
1.2 การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin 

ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ  (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ในน้ําทะเล 
 

หาคาความเขมขนต่ําสุดของยาในการยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอ เชนเดียวกับในการ 
ทดลองที่ 1   โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 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  เขยาดวยเครื่อง incubator shaker  ที่
อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 20 ชั่วโมง   centrifuge เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออก โดยใชความเร็ว   
100 รอบ/นาท ี เปนเวลา 15 นาท ี ลางดวย sterile normal saline 2 คร้ัง  นําเชื้อแบคทีเรียที่ไดเจือ
จางใน sterile normal saline ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในโหลทดลอง  รวมทัง้หมด 4 โหล  ปริมาตรน้ําทะเลโหลละ    
4 ลิตร  เติมเชือ้ V. parahaemolyticus  ที่เตรียมไดลงในโหลทดลอง  โหลละ 5 มิลลิลิตร 
2.  ทํา Total bacteria count ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl เพื่อหาปริมาณเชือ้แบคทีเรียเริ่มตน 
3.  ปรับความเขมขนของยาในขวดโหลทดลองใหได bronopol 8 และ 16 µg/ml  oxytetracycline 
(ละลายดวย 0.1N HCl)  64 µg/ml  และ enrofloxacin (ละลายดวย 0.1N NaOH) 16 µg/ml 
4.  ทํา total bacteria count ในอาหารเลีย้งเชื้อ TSA 1% NaCl เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 

1.4  การศึกษาประสิทธผิลของ bronopol ในการควบคุมเชื้อวบิริโอในสัตวทดลอง 
(in vivo) 

  
ฉีดเชื้อ V. parahaemolyticus  (Lab no.282) ใน normal saline ปริมาตร 0.05 ml เขา 

บริเวณ ventral sinus ของกุงแชบวย ไดปริมาณของเชื้อประมาณ 19.5 x 106 CFU  หลังจาก       
10 ชั่วโมง เจาะ hemolymph มาเพาะเชือ้ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS นาํไปแยกชนิดของเชื้อดวย
ชุดตรวจ API    เพาะเชื้อแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ที่แยกไดจากกุงแชบวยลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSB  1% NaCl   ปริมาณ 250 มิลลิลิตร  เขยาดวยเครื่อง incubator shaker  ที่อุณหภมู ิ
30oC เปนเวลา 20 ชั่วโมง   centrifuge เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออก โดยใชความเร็ว 100 รอบ/
นาที  เปนเวลา 15 นาที  ลางดวย sterile normal saline 2 คร้ัง  นําเชือ้แบคทีเรียที่ไดเจือจางใน 
sterile normal saline 
 เลี้ยงลูกกุงกุลาดําระยะ PL15 ในโหลทดลอง จํานวน 8 โหล ใชน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt 
ปริมาตร 4 ลิตร ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา นับลูกกุงใสโหล
ทดลอง โหลละ 50 ตัว  แบงการทดลองออกเปน 
  



 
    

กลุมควบคุม     เลี้ยงกุงระยะ PL15 ในน้ําทะเลปกต ิ   
กลุมทดลองที ่ 1    ใส bronopol 8 µg/ml 
กลุมทดลองที ่ 2  ใสเชื้อ V. parahaemolyticus ความเขมขนประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml         
กลุมทดลองที ่ 3    ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  ความเขมขนประมาณ 5.12 x 107 CFU/ml  และ 

    หลงัจากนัน้ 1 ชั่วโมง ใส bronopol 8 µg/ml           
   เก็บตัวอยางน้าํทะเลจากทุกการทดลองเพือ่หาปริมาณ total bacteria count ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl  เมื่อครบ 2  6  10  16  20  และ 24 ชั่วโมง   นับจํานวนลูกกุงตายและเอา
ออกจากโหลทดลองทุก 3  5  8  12  16  20 และ 24 ชั่วโมง   เมื่อครบ 24 ชั่วโมงเก็บตัวอยางลูกกุง
กลุมการทดลองละ 10 ตัวมาหาปริมาณ total vibrio count 
 
การหาปริมาณ total vibrio count จากลกูกุงกุลาดาํ 
 
 สุมลูกกุงจากโหลทดลอง โหลละ 5 ตัว ลางดวยน้ํากลัน่ 3 รอบ โดยการปนดวยเครื่อง 
microcentrifuge ความเร็ว 1000 รอบ/นาที  ประมาณ 3-4 วินาท ี  บดลูกกุงทั้ง 5 ตัวกับ normal 
saline 1 ml ดวย tissue grinder และเจือจางดวย normal saline ใหไดปริมาตร 5 ml  หาปริมาณ 
total vibrio count ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS 
 
2.  การศกึษาความเปนพษิของ bronopol 
 

2.1  การศกึษาพิษเฉียบพลันของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ bronopol ที่
ทําใหกุงกลุาดําวัยออนตายครึ่งหนึ่ง ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal concentration 50; LC50) 
 
การศึกษาในกุงกุลาดาํระยะ protozoea 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea ในโหลทดลองซึ่งมนี้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ใหอากาศตลอด
เวลาดวยหวัทราย และคลุมโหลทดลองดวยถุงดําเพื่อปองกันแสง   ให chetoceros และอาหาร
เสริมสําเร็จรูป (flake)  5 คร้ัง ใน 24 ชั่วโมง 
 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 2 ลิตร 
2.  จากการศึกษาเบื้องตนพบวาความเขมขนของ bronopol ทีท่ําใหลูกกุงระยะ protozoea มีอัตรา
การตาย 0% และ 100% อยูในชวง < 5 และ 8 µg/ml  จึงปรับความเขมขนของ bronopol ในโหล
ทดลองใหไดเทากับ 0  2  4  6 และ 8 µg/ml  ความเขมขนละ 2 โหลการทดลอง 



 
    

3.  นับจํานวน protozoea ใสในโหลทดลอง  โหลละ 100 ตัว 
4.  เมื่อครบ 24 ชั่วโมง นับจํานวนลกูกุงที่รอดชีวิต  เพื่อหาอัตราการตายและนํามาวิเคราะหหาคา 
LC50 ดวยโปรแกรม Probit analysis  
 
การศึกษาในกุงกุลาดาํระยะ postlarva 
 
 เลี้ยงกุงกุลาดาํระยะ PL6/PL18 ในโหลทดลองซึ่งมีน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ใหอากาศ
ตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถงุดําเพื่อปองกนัแสง 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 4 ลิตร 
2.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในขวดโหลทดลองใหไดเทากับ 0  2  4  8  16  32 และ 40 
µg/ml  ในลูกกุงระยะ PL6  และ 0  5  15  30  40  50 และ 100 µg/ml  ในลูกกุงระยะ PL 18 
3.  นับจํานวน postlarva ใสในโหลทดลอง  โหลละ 50 ตัว 
4.  นับจํานวนลูกกุงตายเปนระยะ  จนครบ 24 ชั่วโมง โดยลูกกุงที่ตายดูจากการไมเคลื่อนไหวเมื่อ
ใชแทงแกวเขี่ย และนอนจมอยูกนโหลทดลอง 
5.  วิเคราะหหาคา LC50 ดวยโปรแกรม Probit analysis 
 

2.2  การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลีย่นระยะของกุงกลุาดําวยัออน 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea และ mysis ในโหลทดลองซึ่งมีน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ให
อากาศตลอดเวลาดวยหวัทราย และคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา   ให chaetoceros และอาหารเสริม
สําเร็จรูป (flake)  5 คร้ัง ใน 24 ชั่วโมง 
1.  เตรียมน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt ในขวดโหลทดลองใหไดปริมาตร 2 ลิตร 
2.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในขวดโหลทดลองใหไดเทากับ 0  2  และ 4 µg/ml  ความเขม
ขนละ 2 โหลการทดลอง ในลกูกุงระยะ protozoea  และ 0  2  3  4  5 และ 6 µg/ml  ความเขมขน
ละ 2 โหลการทดลอง ในลกูกุงระยะ mysis 
3.  นําลูกกุงมาดูระยะ (substage) กอนเริม่การทดลอง นับจํานวน protozoea และ mysis ใสใน
โหลทดลอง  โหลละ 100 ตัว 
4.  เมื่อครบ  24 ชั่วโมง  สุมลูกกุงที่รอดชีวติมาดูระยะดวยกลองจุลทรรศน โหลละ 10 ตัว 
  
 
 
 



 
    

2.3 การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกลุาดําวยัออน 
 

 เลี้ยงลูกกุงกุลาดําระยะ postlarva 15 ในโหลทดลอง  ใชน้ําทะเลความเคม็ 30 ppt 
ปริมาตร 4 ลิตร ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทรายและคลุมโหลทดลองดวยถุงดํา นับลูกกุงใสโหล
ทดลอง โหลละ 50 ตัว  แบงการทดลองออกเปน กลุมควบคุม และกลุมทดลองซึง่ใส bronopol 
ความเขมขน 8 µg/ml   เลี้ยงลูกกุงในโหลทดลองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางลูกกุงกลุมละ 10 
ตัว  รักษาสภาพในน้าํยา Davidson’s fixative  สงตรวจทางจุลพยาธิวิทยา 
 

2.4  การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวยัออน  
 

2.4.1  การศกึษาใน chaetoceros (Chaetoceros calcitrans) 
 
1.  นํา chaetoceros จากบอเพาะ ใสในโหลทดลอง โหลละ 2 ลิตร และเติมน้าํทะเลความเค็ม     
30 ppt ปริมาตร 2 ลิตร ไดปริมาตรรวม 6 ลิตร จํานวน 6 โหล ใหอากาศตลอดเวลาดวยหวัทราย 
2.  นับจํานวน chaetoceros เร่ิมตน ดวย hemocytometer โดยนับโหลละ 2 คร้ัง   
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหได 0  8  และ 16  µg/ml  อยางละ 2 โหล 
4.  นับจํานวน chaetoceros เปนระยะ  จนครบ 24 ชั่วโมง 
 
วิธีการนับ chaetoceros  ดวย hemocytometer และการคํานวณ 
 นับจํานวน chaetoceros โดยนับในชองสําหรับการนบัเม็ดเลือดขาว (W)  (รูปที ่ 5 ; a)   
โดยกลองจุลทรรศนลําแสงธรรมดา  กาํลังขยาย 100 เทา   นับ chetoceros ตามแนว (รูปที่ 5 ; b)   
เพื่อปองกันการนับซํ้าในกรณีที่เซลลของ chetoceros ทับเสนพอดี  เชน  นับเฉพาะเซลลที่อยูบน
เสนดานบนและดานซายของชองสี่เหลี่ยมเทานัน้ หรือเสนดานลางและดานขวาของสี่เหลีย่มเทานั้น 
โดยใชสูตรในการคํานวณ คอื 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

จํานวน chaetoceros  (cells / ml) =  จํานวนเซลลที่นับไดใน 4 ชอง (W) (1) x 1/4  x  103 (2) 
(1) ดังรูปที่ 5 ; a 
(2) เนื่องจากปริมาตรของตัวอยางที่นาํมานับเทากับ 1 µl 

a b 

 
รูปที่ 5   แสดงการนับจํานวน chetoceros ดวย  Neubauer hemocytometer 

 
 
2.4.2  การศกึษาใน rotifer (Brachionus plicatilis) 

 
1.  เลี้ยง rotifer ในน้าํทะเลความเค็ม 30 ppt ในโหลทดลอง โหลละ 4 ลิตร จํานวน 6 โหลการ
ทดลอง ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทราย 
2.  นับจํานวน rotifer เมื่อเร่ิมตนการทดลอง 
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหไดความเขมขน 0  8 และ 16 µg/ml   
4.  นับจํานวน rotifer เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 
การนับจาํนวน rotifer 
 
 ใช pipet ดูดตัวอยางน้ําทะเลจากโหลทดลอง โหลละ 100 µl   หยดลงบน slide แกว ได
ประมาณ 10 หยด  นับจาํนวน rotifer ที่มีชีวิต (มีการเคลื่อนที)่ ดวยกลองจุลทรรศน โดยใชกําลัง
ขยาย 40 เทาไดเปนความหนาแนนของ 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 ใหอากาศตลอดเวลาดวยหัวทราย 
2.  นับจํานวน artemia เมื่อเร่ิมตนการทดลอง 
3.  ปรับความเขมขนของ bronopol ในโหลทดลอง ใหไดความเขมขน 0  8 และ 16 µg/ml   
4.  นับจํานวน artemia เปนระยะจนครบ 24 ชั่วโมง 
 
การนับจํานวน artemia 
 

ใช pipet ดูดตัวอยางน้ําทะเลจากโหลทดลอง โหลละ 10 ml  นับจํานวน artemia ที่มีชีวติ
(มีการเคลื่อนที)่ ดวยตาเปลา ไดเปนความหนาแนนของ artemia/ น้ําทะเล 10 ml 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 

1.  การทดสอบประสิทธผิลของ bronopol ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ 
 
การหาคาความเขมขนต่ําสุดของ  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  โดยเปนเชื้อที่แยกจาก hemolymph และ 
hepatopancreas ของกุงกุลาดําปวย จากสวนตางๆของประเทศไทยที่มีการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดํา 
รวม 11 จังหวัด  ไดแก จังหวัดระยอง  ปราจนีบุรี  จันทบุรี  ประจวบคีรีขันธ  ชุมพร  นครศรีธรรมราช 
สุราษฎรธานี  กระบี่  ตรัง  สงขลา  ปตตานี และเปนเชือ้จากประเทศเวียดนาม 11 isolates   ชนิด
ของเชื้อวิบริโอที่ศึกษาไดแก   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   
 จากการวิเคราะหดวยโปรแกรม WHONET 5.1 (ภาคผนวก1) พบวาเมื่อทดสอบดวย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ละลายดวยน้ํากลัน่    bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin มีคา 
MIC50  เทากับ 8   2   และ 0.5 µg/ml  ตามลําดับ    คา MIC90 เทากับ 16   64  และ 4 µg/ml  ตาม
ลําดับ ชวงคา MIC อยูระหวาง 2-32   0.5-512  และ 0.5-16 µg/ml ตามลําดับ   เมื่อทดสอบดวย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ซึ่งละลายดวยน้าํทะเล ความเค็ม 30 ppt พบวา bronopol  oxytetracycline 
และ enrofloxacin มีคา MIC50  เทากับ 8  64  และ 16 µg/ml     คา MIC90 เทากับ 16  1024  และ 
256 µg/ml   และชวงคา MIC อยูระหวาง 4-16     8-1024  และ 0.5-512 µg/ml ตามลําดับ  (ตา
รางที ่5)   คา MIC ของเชื้อวิบริโอแตละ isolate แสดงดังตารางที่ 6     กราฟแทงแสดงการกระจาย
ของคา MIC แสดงดังรูปที่ 6 
 
 
 



 
    

  ตารางที่ 5  แสดงคา MIC50    MIC90  และ ชวงคา MIC  ของยา bronopol  oxytetracycline และ 
bronopol เมื่อละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลัน่ (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 แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลายอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (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 ปตตานี 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 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (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 ปตตานี 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 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 
 
No Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin isolate regional 

0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 
61 V.parahaemolyticus ปตตานี 8 16 <1 32 <1 8 
62 V.parahaemolyticus ปตตานี 16 16 <1 32 <1 8 
63 V.parahaemolyticus ปตตานี 4 8 <1 64 2 64 
64 V.parahaemolyticus ปตตานี 16 16 <1 64 2 64 
65 V.parahaemolyticus ปตตานี 4 8 2 128 8 256 
66 V.parahaemolyticus ปตตานี 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 ปตตานี 8 4 2 256 <1 8 

NA 



 
    

ตารางที่ 6 (ตอ) แสดงคา MIC ของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin เมื่อละลาย
อาหารเลีย้งเชือ้ MHA ที่ใชทดสอบดวยน้าํกลั่น (ความเค็ม 0 ppt) และน้าํทะเล (ความเค็ม 30 ppt) 

 
Bronopol Oxytetracycline Enrofloxacin No. isolate regional 

0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 0ppt 30ppt 
91 V.vulnificus ปตตานี 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
กระจายของคา M
ในน้าํทะเลความเ
เมื่อทดสอบในอาห
  
bronopol
oxytetracycline 

enrofloxacin 

แสดงการกระจายของคา MIC ของยา bro
้าํจืด (ความเค็ม 0 ppt) และน้ําทะเล (ควา

แสดงการกระจายของคา MIC พบวา bro
IC นอยกวา oxytetracycline   เมื่อเปรียบ
ค็ม 30 ppt พบวา คา 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
เทียบระหวางการทดสอบในน้าํจืดและ
ycline  และ enrofloxacin มีคาสูงขึ้น
pt  



 
    

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ในการควบคุมเชื้อ
แบคทีเรียในน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt 
 
 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol  oxytetracycline และ enrofloxacin ในการลด
จํานวนเชื้อแบคทีเรียในน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt พบวาปริมาณของเชือ้แบคทีเรียกลุม bronopol      
8 µg/ml  เร่ิมลดลงเมื่อใสยาได 20 นาท ี(1.61%) และลดลงอยางตอเนื่อง โดยลดลง 56.18% ใน 
70 นาที และ 96.95% ใน 120 นาที  ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกลุม bronopol  16 µg/ml  ลดลงอยาง
รวดเร็ว (56.71%) ภายใน 20 นาทีแรก และปริมาณลดลงถึง 87.36 และ 96.72% ที่ 70 และ       
90 นาทีตามลาํดับ  เชื้อแบคทีเรียกลุม oxytetracycline 64 µg/ml  ลดลงเมื่อนับปริมาณที่ 50 นาท ี
(41.88%) และลดลง 80.94% ที่เวลา 120 นาท ีและลดลงมากที่สุด (97.54%) ที่เวลา 210 นาท ี   
กลุม enrofloxacin 16 µg/ml  ปริมาณเชื้อแบคทีเรียลดลง 34.48% ใน 20 นาที  ลดลง 80.91% ที่ 
120 นาที และลดลงสูงสุดที ่210 นาที (85.32%)   
  
ตารางที่ 7  แสดงปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้ําระบบปด และการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียหลงัจากการใส  bronopol 8 µg/ml  และ 16 µg/ml   oxytetracycline 64 µg/ml  และ 
enrofloxacin 16 µg/ml   
 

ยาที่ใชทดสอบ 
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 
* % เชื้อแบคทีเรียเมื่อเร่ิมตนการทดลองคิดเปน 100% 
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รูปที่ 7   กราฟแสดงการลดลงของปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย (x103CFU/ml) ในการทดลองระบบปด      
เมื่อใส   •  bronopol 8 µg/ml  และ     •  bronopol 16 µg/ml     • oxytetracycline 64 µg/ml    
และ  • enrofloxacin 16 µg/ml   
 
 จากกราฟปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลทุกกลุมการทดลองลดลงเมือ่ใสยาได 20 นาที 
แตในกลุม oxytetracycline 64 µg/ml เร่ิมพบการลดลงของปริมาณเชื้อแบคทีเรียที ่ 50 นาที   
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียของกลุม bronopol  16 µg/ml  ลดลงมากกวาทุกกลุมการทดลองทุกจุดเวลา
ที่เก็บตัวอยางน้ํามาตรวจ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเชื้อวิบริโอในสัตวทดลอง (in vivo) 
 
 แยกเชื้อจากกุงแชบวย จําแนกชนิดของเชือ้ดวยชุดตรวจ API   ไดผลเปนเชื้อ  
V. parahaemolyticus (ภาคผนวก 2)  จึงนําเชื้อที่ไดมาศึกษาตอในลูกกุงระยะ PL15 

ปริมาณ total vibrio count ของลกูกุงแตละกลุมเมื่อครบ 24 ชั่วโมง แสดงดังตารางที่ 8  
จากผลการทดลองตรวจพบเชื้อวิบริโอในลกูกุงกลุมควบคุมซึ่งเลี้ยงดวยน้ําทะเลปกต ิ และกลุมที่ใส 
bronopol  ซึง่อาจแสดงถึงปริมาณเชื้อ opportunistic vibrio ที่มีอยูแลวในตัวลูกกุง   เมื่อเปรียบ
เทียบปริมาณเชื้อวิบริโอในกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  ในน้าํทะเล (43x104 CFU/ตัว) กับ
ลูกกุงกลุมควบคุม (62.5x102 CFU/ตัว) พบวาลูกกุงกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus มีปริมาณ
เชื้อวิบริโอเพิม่มากขึ้น  ซึ่งเกดิจากการติดเชื้อวิบริโอจากน้ําทะเลที่ใชเลี้ยงลูกกุง 

เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณเชือ้วิบริโอ  ในลกูกุงกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus  
(43x104 CFU/ตัว) และกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus และหลังจากครบ 1 ชั่วโมง ใส 
bronopol 8 µg/ml (23.1x103CFU/ตัว)  พบวาลูกกุงกลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อวิบริโอนอย
กวากลุมที่ไมใสยา  ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบกับผลการนบัปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้าํทะเลของแตละ
กลุม พบวาในน้ําทะเลของกลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียนอยกวากลุมที่ไมใส   แสดง
วาการที่ bronopol มีผลลดปริมาณเชื้อวิบริโอของลูกกุงในกลุมที่ใสเชื้อ V. parahaemolyticus 
และหลังจากครบ 1 ชั่วโมง ใส bronopol 8 µg/ml  เกิดจากลกูกุงติดเชื้อวิบริโอจากน้าํทะเลลดลง 

จากการเก็บตัวอยางน้าํทะเลในโหลทดลองเพื่อหาปริมาณ total bacteria count ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TSA 1% NaCl  เมื่อครบ 2  6  10  16  20  และ 24 ชั่วโมง   ปริมาณเชื้อแบคทีเรียของแต
ละกลุมการทดลองแสดงดังตารางที ่ 8    พบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําทะเลในกลุมควบคุมอยู
ระหวาง 23.55 x 104 CFU/ml ถึง 58.70 x 104 CFU/ml   กลุมที่ใส bronopol มีปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียอยูระหวาง 6x102 ถึง 21x103 CFU/ml   กลุมที่ใสเชือ้วิบริโอพบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
อยูระหวาง 13.65 x 105 ถึง 51.2 x 106 CFU/ml  กลุมที่ใสเชื้อวบิริโอ และ  bronopol มีปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียอยูระหวาง 10x103 ถึง 51.2x106 CFU/ml โดยพบวาปริมาณเชื้อแบคทีเรียลดลง > 99% 
เมื่อนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ 6 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อแบคทีเรียเมื่อเร่ิมตนการทดลอง       
 
 
 
 
 



 
    

ตารางที่ 8 ปริมาณ total vibrio count จากลูกกุง postlarva 15 (x 102 CFU/ตัว)  และปรมิาณ 
total bacteria count  จากน้ําทะเล  (x 102 CFU/ml)   จากการทดสอบประสิทธิผลของ bronopol 
ในการควบคุมเชื้อวิบริโอในลกูกุง postlarva ในระบบปด 
 

เวลา (ชม.) กลุมควบคุม1 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 ใสเชื้อ 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. การศึกษาความเปนพษิของ bronopol 
 
การศึกษาพษิเฉียบพลันของ bronopol  โดยหาคาความเขมขนของ bronopol ที่ทําใหกุง
กุลาดําวยัออนตายครึ่งหนึง่ ในเวลา 24 ชั่วโมง (lethal concentration 50; LC50) 
 
การทดลอง LC50 ในลกูกุงกุลาดําระยะ protozoea II 
 
 เลี้ยงลูกกุงระยะ protozoea II ในโหลทดลองซึ่งม ีbronopol ความเขมขน 0  2  4  6 และ  
8 µg/ml  จากการสังเกตอาการของลูกกุงทุก 1  2  3  4  5  6  8  10  12  17  21  และ 24 ชั่วโมง  
พบวาเมื่อเวลาผานไป 1 ชั่วโมง ลูกกุงในทุกกลุมการทดลองยังเคลื่อนที่ไดดี และวายน้ําเขาหาแสง   
ในชั่วโมงที่ 3 พบวาลกูกุงกลุม 8 µg/ml  เร่ิมมีการเคลื่อนที่เขาหาแสงชาลง  ขณะที่ลูกกุงกลุม        
4 และ 6 µg/ml เร่ิมมีการวายน้าํชาลงในชั่วโมงที ่8   และลูกกุงกลุม 2 µg/ml ไมแสดงอาการตาง
จากกลุมควบคุมตลอดการทดลอง   
 ลูกกุงระยะ protozoea ตาย 100% ที่ความเขมขนของ bronopol มากกวา 6 µg/ml และ
เร่ิมมีการตายมากกวากลุมควบคุมที่ความเขมขน 4 µg/ml   จํานวนลกูกุงตายเมื่อแช bronopol 
ความเขมขน 0  2  4  6  และ 8 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมงเทากับ  44   33   124   200  และ 200 
ตัว ตามลําดับ  โดยจาํนวนลูกกุงที่นาํมาทดสอบกลุมละ 200 ตัว  อัตราการตายของลูกกุงแสดงดงั
ตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9    การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea II  แสดง
อัตราการตายของลูกกุงระยะ เมื่อแช bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

จํานวนลกูกุงตาย % ลูกกุงตาย  ความเขมขนของ 
 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 

* จํานวนลูกกุงตายคิดจากจาํนวนลกูกุงที่ใชทดสอบ 100 ตัวลบดวยจํานวนลูกกุงที่รอดชีวิตเมื่อครบ 
24 ชั่วโมง 
 



 
    

การทดลอง LC50 ในลกูกุงกุลาดําระยะ postlarva 6 (PL6) 
 
 เลี้ยงกุงกุลาดาํระยะ PL6 ในโหลทดลองซึ่งมี bronopol ความเขมขน 0  2  4  8  16  32 
และ 40 µg/ml  ความเขมขนละ 100 ตัว  นบัจํานวนลกูกุงตายและเอาออกจากโหลทดลองเปน
ระยะทกุ 1  3  6  14  18  21 และ 24 ชั่วโมง  พบวาลูกกุง PL6  กลุม 16  32 และ 40 µg/ml  เร่ิมมี
การตายเมื่อสังเกตที ่1 ชั่วโมงหลงัแช bronopol  โดยจํานวนลูกกุงตายเทากับ 1  2 และ 3 ตัว ตาม
ลําดับ  ลูกกุงกลุมควบคุมเร่ิมมีการตายเมือ่สังเกตทีช่ั่วโมงที ่14 จํานวน 1 ตัว  กลุม 2 µg/ml   เร่ิม
ตายที่ชัว่โมงที ่21  จาํนวน 1 ตัว  กลุม 4 µg/ml   เร่ิมตายทีช่ั่วโมงที่  14 จํานวน 2 ตัว  และกลุม     
8 µg/ml  เร่ิมตายที่ชั่วโมงที ่ 14  จํานวน 3 ตัว    จํานวนลกูกุงตายและอัตราการตายของลูกกุง
แสดงดังตารางที ่10 
 
 ตารางที ่10  การทดสอบความเปนพิษเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ PL6  แสดงอัตรา
การตายของลกูกุงเมื่อแช bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

 
* จํานวนลูกกุงที่ใชทดสอบ เทากับจํานวนลูกกุงที่รอดชีวติเมื่อครบ 24 ชั่วโมง รวมกับจํานวนลกูกุง
ตายสะสมที่ 24 ชั่วโมง 

จํานวนลกูกุงตาย/จํานวนลูกกุงที่ทดสอบ* ความเขมขนของ 
 bronopol  (µg/ml) การทดลองที ่1 การทดลองที ่2 

% ลูกกุงตาย 

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 ในลกูกุงกุลาดําระยะ postlarva 18 (PL18) 
 
 เมื่อแชลูกกุงระยะ PL18 ใน bronopol ความเขมขน 0  5  15  30  40  50  และ 100 µg/ml 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  สังเกตอาการและนับจํานวนลูกกุงตายเปนระยะทกุ  1  2  4  8  12  15  18  
22  และ 24 ชั่วโมง   ไมพบลูกกุงตายในกลุมควบคุมและกลุม 5 µg/ml  ตลอดการทดลอง  ลูกกุง
กลุม 15 µg/ml  เร่ิมมีการตายที ่ 8 ชั่วโมง  กลุม 30 และ 40 µg/ml  เร่ิมตายที ่ 8 ชั่วโมง   กลุม      
30 และ 40 µg/ml  เร่ิมตายที่ 4 ชั่วโมง  กลุม 50 และ 100 µg/ml เร่ิมมีลูกกุงตายตัง้แตชั่วโมงแรก   
อัตราการตายของลุกกุงแสดงดังตารางที่ 11  
 
 
ตารางที่ 11  การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ PL18 แสดงอัตรา
การตายของลกูกุง  เมื่อแชดวย bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 

จํานวนลกูกุงตาย/ จํานวนกุงทีท่ดสอบ * ความเขมขนของ 
bronopol  (µg/ml) การทดลองที่ 1  การทดลองที่ 2 การทดลองที่ 3 

%ลูกกุงตาย 

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 
 
* จํานวนลูกกุงที่ใชทดสอบ เทากับจํานวนลูกกุงที่รอดชีวติเมื่อครบ 24 ชั่วโมง รวมกับจํานวนลกูกุง
ตายสะสมที่ 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 8   การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ bronopol ตอลูกกุง  กราฟแสดงเสนแนวโนม
อัตราการตายของลูกกุงระยะ   • protozoea II   • PL6  และ   • PL18      เมื่อแชดวย bronopol 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เสนประแสดงคา LC50     
 

กราฟเสนแสดงใหเห็นวาเมื่อความเขมขนของ  bronopol  มากขึ้น อัตราการตายของลูกกุง
จะสูงขึ้นโดยลกูกุงระยะ protozoea มีความทนทานตอ bronopol นอยกวาลกูกุงระยะ postlarva  
จากการคํานวณดวยโปรแกรม Probit analysis ไดคา LC50 ของ bronopol เมื่อแชในลูกกุงกุลาดํา
ระยะ protozoea II เทากับ 2.9 µg/ml  (ภาคผนวก 3)   ระยะ PL6 เทากับ 16.44 µg/ml   (ภาค
ผนวก 4)   เปนเวลา 24 ชั่วโมงเทากับ 61.34 µg/ml  (ภาคผนวก 5) 
 
 
  
 

 
 
 
 



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกลุาดําวัยออน 
 
การศึกษาในลูกกุงระยะ protozoea  
 
 เมื่อเร่ิมตนการศึกษาลูกกุงอยูในระยะ protozoea II  เมื่อเลีย้งครบ 24 ชั่วโมง นําลูกกุงที่
รอดชีวิตมาตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน  ความเขมขนละ 20 ตัว  พบวาลูกกุงกลุมควบคุมสามารถ
เขาสูระยะ  protozoea III ไดตามปกติ ทั้ง 20 ตัว  ขณะที่กลุมแช bronopol 2 µg/ml และ 4 µg/ml 
เขาสูระยะ protozoea III ได 19 ตัว (95%) และ 6 ตัว (30%) ตามลําดับ  (ตารางที ่12) 
 
ตารางที่ 12  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea 
แสดงจํานวนลูกกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจรญิเขาสูระยะ protozoea III เมื่อตรวจระยะที่ 
24 ชั่วโมง   

bronopol (µg/ml) จํานวนลกูกุงที่เขาระยะ protozoea III / จํานวนที่สุมตรวจ  
0 20/20   
2 19/20   
4 6/20   
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รูปที่ 9  การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea กราฟ
แสดงจํานวนลูกกุงระยะ protozoea II ที่สามารถเจรญิเขาสูระยะ protozoea III เมื่อตรวจระยะที่ 
24 ชั่วโมง 



 
    

การศึกษาในลูกกุงระยะ mysis 
 
 เมื่อเร่ิมตนการศึกษาลูกกุงอยูในระยะ mysis I  เมื่อเลี้ยงครบ 24 ชั่วโมง นําลูกกุงที่รอด
ชีวิตมาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน  ความเขมขนละ 10 ตัว  พบวาลูกกุงกลุมควบคุมสามารถเขาสู
ระยะ mysis II ไดทั้งหมด 10 ตัว  ขณะที่ลูกกุงกลุมแช bronopol  ความเขมขน 0  2  3  4  5  และ 
6  µg/ml เขาสูระยะ mysis II ได  8  3  2  0  และ 0 ตัว ตามลําดับ  ผลดังแสดงในตารางที่  13 
 
ตารางที่ 13   การทดสอบความเปนพิษกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอลูกกุงระยะ mysis  แสดง
จํานวนลกูกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง   
 

bronopol (µg/ml) จํานวนลกูกุงที่เขาระยะmysis II / จํานวนที่สุมตรวจ 
0 10/10  
2 8/10   
3 3/10   
4 2/10   
5 0/10   
6 0/10   
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รูปที่ 10 การทดสอบความเปนพษิกึ่งเฉยีบพลนัของ bronopol ตอลูกกุงระยะ mysis  กราฟแสดง
จํานวนลกูกุงระยะ mysis I ที่สามารถเจริญเขาสูระยะ mysis II เมื่อตรวจระยะที ่24 ชั่วโมง   



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตอจุลพยาธิสภาพของกุงกลุาดําระยะ postlarva 
 
เมื่อลูกกุงสัมผัส bronopol ครบ 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางลกูกุงจากกลุม control และกลุม

แช bronopol 8 µg/ml     ตรวจทางจุลพยาธวิทิยากลุมละ 10 ตัว  ไมพบความแตกตางทาง        
จุลพยาธิวทิยา  (รูปที่ 11) 

 
 
 
 
 
 
 
              (1)                                                                     (2) 

 
 

 
 
 

 
 
                                       (3)                                                   (4) 

 
รูปที่ 11  ภาพทางจลุพยาธิกายวภิาคของเนื้อเยื่อ hepatopancreas และ เหงือกของลูกกุงกลุม
ควบคุมการทดลอง และลูกกุงที่สัมผัส bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (H&E 
stain, Davidson’s fixative, 400x) 
 
(1) (2) hepatopancreas ของลูกกุงระยะ postlarva 15 แสดงการเรียงตัวของ tubular cells  และ 
fat goblets ใน  hepatopancreatic cells   ไมพบพยาธิสภาพในกลุมควบคุมการทดลอง (1) และ
กลุมที่แชใน bronopol ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (2)  
(3)(4)  gill filament ของลูกกุงระยะ postlarva 15  ลูกศรแสดง circulating hemocyte   ไมพบ
พยาธิสภาพในกลุม กลุมควบคุมการทดลอง (3, longitudinal section) และกลุมที่แชใน bronopol 
ความเขมขน 8 µg/ml  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (4, cross section)  



 
    

การศึกษาผลของ bronopol ตออาหารของกุงกุลาดําวยัออน ไดแก   chaetoceros   rotifer 
และ artemia 
 
การศึกษาใน chaetoceros 
 การศึกษาของ bronopol ตอ chaetoceros เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ      
16 µg/ml เนือ่งจากเปนความเขมขนที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตาม
ลําดับ  นับจํานวน chaetoceros ในโหลทดลองดวย hemocytometer ทุก 0  4  10  18 และ       
24  ชั่วโมง  ไดจํานวน chaetoceros  (cells/ml) ดังตารางที่ 14   จํานวน chaetoceros ในกลุม
ควบคุมลดลงเมื่อนับจํานวนที่ชั่วโมงที ่ 4 และ 10  และเพิ่มสูงขึ้นในชั่วโมงที ่ 18 และ 24   ขณะที่
กลุม 8 µg/ml และ 16 µg/ml จํานวน chaetoceros ลดลงอยางตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที่ 4 จนถงึ            
24 ชั่วโมง  โดยกลุม 8 µg/ml จํานวน chaetoceros ลดลง 17.31% เมื่อครบ 24 ชั่วโมง จํานวน 
chaetoceros  ของกลุม 16 µg/ml ที่ 10  18  และ 24 ชั่วโมง ลดลง 51.37%   80.36%  และ 
89.67% ตามลําดับ  จากการสังเกตสีของน้ําทะเลที่ทาํการทดลองเมื่อครบ 24 ชั่วโมงพบวา         
น้ําทะเลของกลุม 16 µg/ml จะใสกวากลุมควบคุมอยางเหน็ไดชัด  เนื่องจาก chaetoceros ที่ตาย
จะตกตะกอนลงกนโหลทดลอง  ขณะทีน่้ําทะเลในกลุมควบคุมเปนสีน้ําตาลเขม  และน้ําทะเลใน
กลุม 8 µg/ml มีสีน้าํตาลออนกวากลุมควบคุม   
 
ตารางที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน แสดง
การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ chaetoceros  ในระบบปด หลังจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  
และ 16 µg/ml  

จํานวน chaetoceros (cells/ml) ความเขมขนของ 
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 

คาเฉลี่ย 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 

คาเฉลี่ย 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 

คาเฉลี่ย 52.56 53.62 25.56 10.06 5.43 
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รูปที่ 12  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ chaetoceros  ในระบบปด หลังจากใส  bronopol  ความเขม
ขน     •  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml   
 
 จากกราฟจาํนวน chaetoceros ในกลุม 8 และ 16 µg/ml มีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตัง้
แตชั่วโมงที่ 4 จนถงึ 24 ชัว่โมง  โดยกลุม 16 µg/ml  ลดลงมากที่สุด 
 
 
การศึกษาใน rotifer 
 

การศึกษาของ bronopol ตอ rotifer เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml 
เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตามลําดับ เกบ็
ตัวอยางน้าํทะเลในโหลทดลองมานับปริมาณ rotifer เปนระยะ   เมื่อเวลาผานไปพบวาจาํนวน 
rotifer ในทุกกลุมการทดลองลดลงตามลําดับ โดยกลุมควบคุมลดลง 14.92  22.01  59.33  และ 
68.66%     กลุม 8 µg/ml ลดลง 17.95  40.65  67.83 และ 72.57%   และกลุม 16 µg/ml ลดลง 
71.81  85.02  93.61  และ 92.29%  ที ่0  4  8  20 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ  ผลการทดลองแสดง
ถึงการลดลงของจํานวน rotifer ในกลุม 8 และ 16 µg/ml มากกวากลุมควบคุมทุกชวงเวลา โดย
จํานวน rotifer ในกลุม 16 µg/ml ลดลงมากกวากลุมควบคุมอยางเหน็ไดชัดตั้งแต 4 ชั่วโมงแรก 

 



 
    

ตารางที ่15  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน แสดง
การเปลี่ยนแปลงปริมาณของ rotifer ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  และ 
16 µg/ml  

 
จํานวน rotifer (cells/ml) ความเขมขนของ 

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 

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

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

คาเฉลี่ย 1135 320 170 72.5 87.5 
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รูปที่ 13  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ rotifer ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol ความเขมขน 
 •  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml    
 จากกราฟ จํานวน rotifer ในทุกกลุมการทดลองลดจํานวนลงเมื่อเวลาผานไป  โดยจํานวน 
rotifer กลุม 8 และ 16 µg/ml ลดลงมากกวากลุมควบคมุ 



 
    

การศึกษาใน artemia 
 

การศึกษาของ bronopol ตอ artemia เลือกใช bronopol ที่ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml 
เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อวิบริโอได 50 และ 90% ตามลําดับ เกบ็
น้ําทะเลในโหลทดลองมานบัปริมาณ artemia ทุก 0  4  8  และ 24 ชั่วโมง  ไดผลดังตารางที่ 16  
 เมื่อเวลาผานไป จํานวน artemia ในทกุกลุมการทดลองไมมีการเปลี่ยนแปลงทีเ่ห็นไดชัด
เจน โดยเมื่อครบ 24 ชั่วโมง  จํานวน artemia ในกลุมควบคมุ  กลุม 8 และ 16 µg/ml  ลดลง 6%  
3.19% และ 16.32% ตามลาํดับ 

 
ตารางที่ 16   การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน 
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ artemia ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol 0 µg/ml  8 µg/ml  
และ 16 µg/ml  
 

จํานวน artemia (cells/ 10ml) ความเขมขนของ 
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 

คาเฉลี่ย 25 25 23.75 23.5 
8 23.5 23 25.5 23.5 
8 23.5 22.5 22.5 22 

คาเฉลี่ย 23.5 22.75 24 22.75 
16 22 22 21 19.5 
16 27 21 23.5 21.5 

คาเฉลี่ย 24.5 21.5 22.25 20.5 
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รูปที่ 14  การทดสอบผลของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารของกุงกุลาดาํวัยออน กราฟ
แสดงการเปลีย่นแปลงปริมาณของ artemia ในระบบปด หลงัจากใส  bronopol ความเขมขน 
•  0 µg/ml   •  8  µg/ml  และ   • 16 µg/ml   
 
 จากกราฟ จํานวน artemia ของทุกกลุมการทดลองไมแตกตางกนัมาก  โดยกลุม 16 µg/ml 
มีจํานวน artemia ลดลงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุมและกลุม 8 µg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
    

บทที่ 5 
 

อภิปรายผล  สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
 
 

 การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอที่กอโรคในกุง
กุลาดําในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการหาคา MIC  พบวาความเขมขนของ  bronopol  ที่
สามารถยับยัง้เชื้อวิบริโอไดอยูในชวง 2-32 µg/ml    เมื่อเปรียบเทียบประสทิธผิลของ bronopol กับ 
oxytetracycline และ enrofloxacin พบวา oxytetracycline มีคา MIC อยูในชวงกวางกวา 
bronopol และ enrofloxacin   เนื่องจาก oxytetracycline เปนยาทีม่ีการใชในการเพาะเลีย้งสัตว
น้ําเปนเวลานาน  นิยมใชในการเพาะเลีย้งกุงกุลาดําอยางแพรหลายโดยมีการใชทัง้ในพอแมพนัธุ 
ไข กุงวยัออน และกุงโตเต็มวัย ทาํใหเชือ้แบคทีเรียบางสวนเกิดความตานทานตอยาขึ้น (Angka, 
1997)  ซึง่ผลการทดลองนีส้อดคลองกับการศึกษาของ Inglish et al. (1997)  ซึ่งพบวาเชื้อวิบริโอ
จากกุงกุลาดําที่แยกไดจากประเทศไทย มีความตานทานตอยา oxytetracycline สูง  เชนเดียวกับ
ประเทศมาเลเซีย    การศกึษาของ Ruangsri และคณะ (2004) ซึ่งทดสอบถงึความไวของเชื้อ
แบคทีเรียชนิด V. harveyi  10 isolates ที่แยกไดจากกุงกุลาดําที่ปวยเปนโรคที่เกบ็ตัวอยางจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา สตูล และปตตาน ีพบวา 60% ของเชื้อมีความตานทานตอ
ยา   
 เมื่อเปรียบเทยีบผลการศึกษาชวงคา MIC ของ oxytetracycline และ enrofloxacin ของ
การศึกษาครั้งนี้กับการศึกษาของ Mohney และคณะ (1992) พบวาใกลเคียงกันโดยการศึกษาของ  
Mohney และคณะ (1992) ในเชื้อวิบริโอจํานวน 13 isolates ที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวยจาก  
ฮาวาย เทกซสั อริโซนา เอกวาดอร ญีปุ่น และไทย ไดคา MIC ของ oxytetracycline และ 
enrofloxacin อยูในชวง 0.25-120.0  µg/ml   และ 0.1-10.0 µg/ml    ใกลเคียงกบัการศึกษาของ 
Ruangpan และ Kitao (1992) ในเชื้อวิบริโอที่แยกไดจากกุงกุลาดําปวยจํานวน 205 isolates ซึ่งได
คา MIC ของ oxytetracycline อยูในชวง0.2-100 µg/ml   คา MIC50 และ MIC90 เทากับ 4.8 และ 
37.5 µg/ml   และการศึกษาของ Ruangpan และคณะ (1995) ในเชื้อวิบริโอที่แยกไดจากตะกอน
ดินของบอเลี้ยงกุงกุลาดาํจํานวน 135 isolates ไดคา MIC ของ oxytetracycline เทากบั 0.025- 
>100 µg/ml   คา MIC50 และ MIC90 เทากบั 12.5 และ > 100 µg/ml ตามลําดับ   
 การศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลในการยบัยั้งเชือ้วิบริโอของ   bronopol  
oxytetracycline และ enrofloxacin พบวา คา MIC50 และ MIC90 ของ oxytetracycline และ 
enrofloxacin เพิ่มมากขึ้น แสดงใหเห็นวา    น้ําทะเลความเค็ม 30ppt มีผลทําใหประสิทธิผลของ



 
    

ยาทัง้ 2 ชนิด ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอลดลง  แตไมมีผลตอ bronopol ซึ่งคา MIC50 และ MIC90 ไม
เปลี่ยนแปลง    

Torkildsen และคณะ (2000) และ Lunestad และ Samuelsen (2001) อธิบายวา         
น้ําทะเลมีผลทําใหการออกฤทธิ์ตอตานเชือ้แบคทีเรียของยาบางชนิดลดลงเนื่องจากน้ําทะเลมีแร
ธาตุตางๆเปนสวนประกอบมากมาย  เชน โซเดียม โพแทสเซียม  แคลเซียม และแมกนีเซยีม ซึง่มี
ประจุบวกเปนหลัก  มีผลตอสรีรวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย หรือสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือ
ยามีผลตอยาหรือสารเคมีโดยตรง   ซึง่ทาํใหความไวรับของเชื้อแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพและคา 
MIC เปลี่ยนแปลงไป  

การออกฤทธิ์ของยาตานจุลชีพมีความเกีย่วของกับ permeability ของ cell envelope โดย
การลด permeability ของเซลล  ทําใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความตานทานตอยา และการเพิม่ 
permeability ของเซลลทาํใหเชื้อแบคทีเรียเกิดความไวรับตอยา     สวนประกอบในน้าํทะเลมีอิทธิ
พลตอสรีรวิทยาของเซลลแบคทีเรีย    โดยปกตนิ้ําทะเลที่ความเค็ม 35 ppt ประกอบดวย             
54 mMMg2+ และ 10mMCa2+  ซึ่ง divalent cation นีม้ีสวนอยางมากตอการลดประสิทธิภาพของ
ยาตานจุลชีพ  โดยโมเลกุลซ่ึงมีประจุลบของ lipopolysaccharide  layer (LPS)  ซึ่งเปนสวน outer 
membrane ของแบคทีเรียแกรมลบ จะถกู neutralised โดยประจุบวกจากน้าํทะเล ทําใหเซลลลด 
permeability ตอยาตานจุลชีพซึ่งเปนโมเลกุลประจุบวก  (Lunestad and Samuelsen, 2001) 

การศึกษาผลของน้ําทะเลตอประสิทธิผลของ oxytetracycline สอดคลองกับรายงานของ 
Lunestad and Samuelsen (2001) ที่กลาวถงึการศึกษาคา MIC โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อผสมน้ํา
ทะเล พบวาคา MIC ของยา oxytetracycline  เพิ่มข้ึนจากการทดสอบที่ใชอาหารเลี้ยงเชื้อไมมี 
Mg2+ หรือ Ca2+ ถึง 10 เทา   และรายงานของ Torkildsen และคณะ (2000) ซึ่งอธบิายวา โมเลกลุ
ของยากลุม tetracycline มีสวน binding sites จํานวนมาก  ที่มีความสามารถในการจับกับประจุ
บวก divalent และ trivalent เปน stable complex ซึ่งมีผลใหฤทธิ์ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียของ
ยาลดลง 
 จากการศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในหลอดทดลอง พบวา bronopol สามารถยบัยั้ง
เชื้อวิบริโอได และน้ําทะเลความเค็ม 30 ppt ซึ่งเปนความเค็มที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําวัยออนไมมีผลตอ
การออกฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อวิบริโอของ bronopol จึงทําการศึกษาขั้นตอไป  ไดแก การศึกษาความเปน
พิษเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน   จากคา Lethal Concentration 50 ที่ 24 ชั่วโมง 
พบวาไมสามารถใช bronopol ขนาด 8 µg/ml (คา MIC50)  ในลูกกุงระยะ protozoea II เนื่องจาก
ลูกกุงมีอัตราการตาย 100% เมื่อแชยาภายใน 24 ชั่วโมง   แตสามารถใชในลูกกุงระยะ PL6 และ 
PL18 ได   โดยเมื่อลูกกุงเจรญิเติบโตขึ้นจะมีความทนทานตอ bronopol มากขึ้น    



 
    

 การศึกษาพิษกึ่งเฉียบพลันของ bronopol ตอลูกกุงระยะ protozoea II และ mysis I พบวา 
bronopol ความเขมขน > 2 µg/ml  มีผลตอการเปลี่ยนระยะของลกูกุง  โดยพบวาลูกกุงที่แชดวย 
bronopol เปนเวลา 24 ชั่วโมงมกีารเปลีย่นระยะชากวาปกติ   และการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาใน
ลูกกุงระยะ PL15 พบวา bronopol ความเขมขน 8 µg/ml (MIC50) ไมมีผลตอ hepatopancreas 
และ เหงือกของลูกกุง 
 การใชยาในกุงวัยออนนอกจากจะตองศึกษาผลความเปนพิษของยาตอตัวกุงแลว  ผลตอ
อาหารลกูกุงมคีวามสาํคัญมีความสาํคัญเชนกนั เนื่องจากลูกกุงวัยออนกนิอาหารตลอดเวลา และ
กินอาหารที่มชีีวิต  การศึกษาผลของ bronopol ตอ chaetoceros (อาหารลูกกุงระยะ protozoea)  
rotifer (อาหารลูกกุงระยะ mysis) และ artemia (อาหารลูกกุงระยะ postlarva)  พบวา bronopol 
ความเขมขน 8 และ 16 µg/ml  (MIC50 และ MIC90)  มีผลทําใหจํานวน chaetoceros  และ rotifer 
ลดลง ขณะที่ไมมีผลตอ artemia   
 จากผลการศึกษาพษิเฉียบพลันและกึง่เฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําวยัออน และ
การศึกษาพิษของ bronopol ตอแพลงกตอนที่เปนอาหารลูกกุง พบวาไมควรใช bronopol ในลูกกุง
ระยะ protozoea และ mysis  เนือ่งจากลกูกุงไมสามารถทนตอ bronopol ที่ความเขมขน 8 µg/ml 
( MIC50)  นอกจากนี้ bronopol ยังมีผลตอการเปลี่ยนระยะของลูกกุง  และมีผลตอแพลงกตอนที่
เปนอาหารลูกกุง   
 เนื่องจาก bronopol ความเขมขน 8 µg/ml ไมทาํใหเกิดการตายของลูกกุงระยะ PL6 และ 
PL18  และไมมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา จงึเลือกใชความเขมขนนี้มาศึกษา
ตอถึงการนํา bronopol มาใชควบคุมเชื้อวิบริโอในกุงกลุาดําระยะ postlarva   ซึ่งผลการทดลองพบ
วาการใหลูกกุงระยะ PL แช bronopol  ความเขมขน 8 µg/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง สามารถปองกนั
การติดเชื้อวิบริโอของลูกกุงจากน้ําที่ใชเลีย้ง โดยการลดปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้าํ แตการใช 
bronopol ไมสามารถลดปรมิาณเชื้อวิบริโอที่มีอยูแลวในตัวกุงได  ดงันั้นการใช bronopol จึงควรใช
เพื่อเปนการปองกันโรคมากกวาการใชเพือ่รักษา   
 การศึกษาสาเหตุของการติดเชื้อวิบริโอในกุงกุลาดาํวัยออนของ     Eduardo และคณะ 
(1998) พบวา เชื้อวิบริโอเขาสูตัวกุงไดโดยการกนิ และจากการทีม่ปีริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําสูง
เกินไป  ดงันัน้เมื่อกุงมีการกินเชื้อวิบริโออยางตอเนื่อง ทาํใหเกิดการ colonization  ของเชื้อในทาง
เดินอาหารขึ้น  การศึกษาเพื่อเปรียบเทยีบปริมาณเชือ้แบคทีเรียระหวางกุงกลุมทีเ่ปนโรค และไม
เปนโรค พบวากุงกลุมที่แสดงอาการของโรคมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียมากกวากุงกลุมปกติ  แสดงวา
การเพิม่ข้ึนของปริมาณเชื้อแบคทีเรียกอใหเกิดโรคในกุง โดยการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียใน 
hepatopancreas จะไปแทนที ่ normal flora ในทางเดนิอาหาร ทาํใหมีผลตอประสิทธิภาพในการ
ยอยอาหาร     การศึกษาปริมาณเชื้อแบคทีเรียพบวากุงที่มเีชื้อวิบริโอ 102 CFU/hepatopancreas  



 
    

ไมแสดงอาการเกิดโรค อยางไรก็ตามการเกิดโรคขึน้กับปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในน้าํดวย  เนื่อง
จากเปนแหลงของเชื้อแบคทเีรียที่จะเขาสูตัวกุงได  โดยควรรักษาระดับของเชื้อวบิริโอในน้าํที่ใช
เลี้ยงกุง ไมใหเกิน 102 CFU/ml  ดังนั้นการใชยาตานจุลชีพจึงไมมีความจาํเปนถาสามารถควบคุม
ปริมาณเชื้อในน้ําและในตัวกุงได การปองกัน เชน การรกัษาสภาพน้าํที่ใชเลี้ยงกุงใหเหมาะสม และ
มีการจัดการการใหอาหารทีด่ีจึงเปนทางทีไ่ดผลดีกวา      ดังนัน้จงึอาจใช bronopol เมื่อพบวาใน
บอเลี้ยงมีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียสูงกวาปกติเพื่อเปนการลดการติดเชื้อในกุงวัยออนได 
 นอกจากการใช bronopol เพือ่ปองกันการติดเชื้อวิบริโอของกุงกุลาดําวัยออนจากน้าํที่ใช
เลี้ยงแลวยังอาจใชในการลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกนิ  โดยมีการศึกษา
ชนิดของเชื้อวบิริโอในกุงกุลาดําวยัออนของ Thanasomwang และคณะ (1995)  พบวาระยะของ
ลูกกุงที่พบวามีปริมาณเชื้อวิบริโอรวมสูงสุดคือ ระยะ mysis II โดยมีปริมาณเชื้อวิบริโอภายนอกตัว
และภายในตัวเทากับ  1.6x103 และ 7.0x102  CFU ตอตัว  และลูกกุงมีอัตราการตายสูง  ซึง่คาดวา
นาจะเกิดจากการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียใน artemia แชแข็งซึ่งเริ่มใหลูกกุงในระยะนี้กนิ   จาก
การนับเชื้อแบคทีเรียในอาหารลูกกุงพบวา artemia แชแข็งมีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียสูงสุด 
(106 CFU/กรัม)  โดยเปนเชื้อวิบริโอถึง 83.5%    และการศึกษาของ Lavilla-Pigoto และคณะ 
(1992) ถึงแหลงที่มาของเชือ้ V. harveyi ในฟารมอนุบาลลูกกุงกุลาดํา พบ V. harveyi ในน้ําทีใ่ช
เลี้ยง artemia  ขณะที่พบปริมาณเชื้อนอยใน diatom    Lavilla-Pigoto และคณะ (1992)  แนะนาํ
วิธีการลดอุบัติการณการเกิดโรคในฟารมอนุบาล โดยวิธกีารปองกนัเนือ่งจากการใชยาตานจุลชีพไม
ไดผล   เชนการแยกแมกุงและสิ่งขับถายออกจากไขใหเร็วที่สุด หลงัจากแมกุงวางไข   ทําความ
สะอาด artemia โดยการลางกอนใหลูกกุงกนิ  การใช chlorine หรือการฆาเชื้อในน้ําดวยวิธีอ่ืนๆ 
เชน การใช ultraviolet และการกรอง เปนการลดปรมิาณเชื้อแบคทีเรียในน้ําได  ดังนั้นจงึอาจใช 
bronopol เพือ่ลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกิน 
   
ขอเสนอแนะ 

1.  สามารถใช  bronopol เพื่อปองกันการติดเชื้อวิบริโอของลูกกุงจากแหลงน้ํา  โดยใชได
ในลูกกุงระยะตั้งแต  postlarva 6 ข้ึนไป  โดยใชขนาด 8 µg/ml แชเปนเวลา 4-24 ชั่วโมง   โดยอาจ
ใช bronopol เมื่อตรวจสอบพบวาน้ําที่ใชเลี้ยงลูกกุงมีการปนเปอนเชื้อวิบริโอ > 102 CFU/ml 

2.  ไมควรใช bronopol ในลูกกุงระยะ protozoea และ mysis เนื่องจากลูกกุงมีความทน
ทานตอยาต่าํ ยามีผลตอการเจริญเติบโตของลูกกุง   และมีผลตอ chetoceros และ rotifer ซึ่งเปน
อาหารที่สําคญัของลูกกุงระยะนี ้

 



 
    

3.  สามารถใช bronopol เพื่อลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียใน artemia กอนใหลูกกุงกนิ  โดย
ใชในขนาด  8 µg/ml แชเปนเวลา 4-24 ชั่วโมง 

4.  การศึกษานี้เปนการศึกษาถงึประสิทธผิลและความเปนพษิของ bronopol ในการปอง
กันโรคติดเชื้อวิบริโอในกุงวยัออน  อยางไรก็ตามการนํา bronopol ไปใชในโรงเพาะฟกอาจมกีาร
ศึกษาเพิ่มเติมถึงการตกคางของ bronopol ในเนื้อเยื่อกุง 

5.  การศึกษานี้เปนแบบอยางในการประเมินประสทิธิผลและความเปนพิษของการใชยา
ภายนอกเพื่อควบคุมโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกุงกุลาดําวัยออน 
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ภาคผนวก  3    แสดงการวิเคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ protozoeaII เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม 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    แสดงการวิเคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ postlarva 6 เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม 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 
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ภาคผนวก  5  แสดงการวเิคราะหคา LC50 ในลูกกุงระยะ postlarva 18 เมื่อแช bronopol เปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยโปรแกรม 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    ผลการตรวจวัดคา pH ในน้าํทะเลดวย pH meter เมื่อใส bronopol ในน้ําทะเล ให
ไดความเขมขนของ bronopol เทากับ  20 µg/ml    50 µg/ml    และ 200 µg/ml 

 
 

ตัวอยางน้าํ คา pH วัดครั้งที่ 1 คา pH วัดครั้งที่ 2 คา 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  ผลการตรวจคุณภาพน้าํระหวางการทดลองดวยชุดทดสอบ  
 

 pH ammonia 
(ppm) 

nitrite 
(ppm) 

alkalinity 
(ppm of CaCO3) 

อุณหภูมิ  
(oC) 

การศึกษาประสิทธิผลของ bronopol ในการควบคุมเช้ือวิบริโอในลูกกุง postlarva 15 
กลุมควบคุม (1) 8 0.0 0.0 110 28 
กลุมควบคุม (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 
กลุมใสเช้ือ Vibrio (1) 8 0.25 0.05 110 28 
กลุมใสเช้ือ Vibrio (2) 8 0.0 0.05 130 28 
กลุม Vibrio + bronopol (1) 8 0.0 0.05 120 28 
กลุม Vibrio + bronopol (2) 8 0.25 0 110 28 
การศึกษาพิษเฉียบพลันของ bronopol ตอกุงกุลาดําระยะ protozoea 
กลุมควบคุม 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 ตอกุงกุลาดําระยะ postlarva 6 
กลุมควบคุม 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 ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําระยะ protozoea 
กลุมควบคุม 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 ตอการเปลี่ยนระยะของกุงกุลาดําระยะ mysis 
กลุมควบคุม 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 
 
 



 
    

ประวัติผูเขียน 
 
 นางสาวญาณนิ  ลิมปานนท   เกิดเมื่อวันที ่27  มกราคม พ.ศ. 2521  ที่กรุงเทพฯ   
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 ปการศึกษา พ.ศ. 2544    เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาอายุรศาสตร  สาขาโรค
สัตวน้ํา ปการศึกษา 2545
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