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แยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของปลากะพงขาว เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
สมบัติเปนโพรไบโอติก ดวยเทคนิค well agar diffusion  พบ 5 ไอโซเลต (กํ าหนดใหเปน LAB-1 - LAB-5)  
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Aeromonas hydrophila แบคทีเรียกอโรคในปลาได ผลการวิเคราะห
ปริมาณองคประกอบในอาหารผสมแบบเปยก พบวา ในอาหารมีปริมาณสารอาหารตางๆเพียงพอกับความ
ตองการของปลากะพงขาว ยกเวนปริมาณไขมันที่ตํ่ าเกินไป ความเขมขนของ A. hydrophila ทีท่ ําใหปลา
ตาย 50 เปอรเซ็นต(LC50) หลงัจากที่ปลาไดรับเชื้อแลว 72 ชัว่โมง มีคาเทากับ 7.76 log10 เซลล/มิลลิลิตร
และที่ 96 และ 120 ชั่วโมง มีคาเทากับ 7.47 และ 7.26 log10 เซลล/มิลลิลิตร ตามลํ าดับ น ําอาหารที่เตรียม
ไดไปเล้ียงปลากะพงขาวในตูกระจก โดยผสมอาหารกับแตละไอโซเลตทีค่ัดแยกไดใหมีความเขมขน 107

เซลล/กรัมอาหาร พบวา มีเพียง LAB-4 เทานั้น ที่มคีวามสามารถในการเสริมการเจริญเติบโตของปลาและ
ตานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila  ไดอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) เมือ่ท ําการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชัง
โดยใช LAB-4 ผสมในอาหารปลาโดยใชความเขมขน 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร   พบวา ทุกกลุม
ทดลองมีอัตราการรอดชีวิต  การเจรญิเติบโตและความสามารถในการตานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila
ไมแตกตางกันอยางมีนยัสํ าคัญ (p>0.05) สามารถตรวจพบ LAB-4 ในล ําไสของปลากะพงขาวทั้ง 2 กลุม
ทดลองและไมพบ LAB-4 ในกลุมควบคมุ ปลากะพงขาวที่ตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. 
hydrophila  แสดงวกิารของโรคอยางชัดเจนและสามารถตรวจพบ A. hydrophila ในเนื้อเยื่อของปลาที่
ตายดวยเทคนิคทาง Immunohistochemistry พสูิจนเอกลักษณของ LAB-4 ดวยการตรวจสอบรูปราง 
ลักษณะ ปริมาณกรดแลกติกดวยเทคนิค HPLC และสมบัติบางประการทางชีวเคมี รวมทัง้การหาลํ าดับนิว
คลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA เพื่อใชเทยีบเคียงกบัลํ าดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของ Weissella 
confusa ทีม่รีายงานใน Genbank พบวา ลํ าดับนิวคลีโอไทดของ LAB-4 มคีวามใกลเคียงกับ Weissella 
sp.

สาขาวชิา……..เทคโนโลยีชีวภาพ………….ลายมือช่ือนิสิต………………………………………….
ปการศึกษา……….2547…………………..ลายมอืช่ืออาจารยที่ปรึกษา........................................
                                                                ลายมอืช่ืออาจารยที่ปรึกษารวม...................................



จ

# # 4572305923       : PROGRAM  BIOTECHNOLOGY
KEY WORD: LACTIC ACID BACTERIA / PROBIOTICS / WHITE SEABASS Lates calcarifer

THOSAPORN  RUEANGRUKLIKHIT : LACTIC ACID BACTERIA AS PROBIOTICS 
IN WHITE SEABASS Lates calcarifer.   THESIS ADVISOR  : ASSOC. PROF. SOMKIAT

            PIYATIRATITIVORAKUL, Ph.D.,         THESIS-COADVISOR  : ASSOC. PROF. SIRIRAT
            RENGPIPAT, Ph.D., 165 pp. ISBN 974-17-6477-4.

Lactic acid bacteria were screened from gastrointestinal tract (GI tract) of white 
seabass in order to investigate the possibility of being probiotics. Using well agar diffusion 
technique, five isolates(designated as LAB-1 – LAB-5) were found and could inhibit 
Aeromonas hydrophila, a causative agent in white seabass in vitro. Proximate analysis of 
prepared fish feed reached the nutrient requirement for white seabass growth, only lipid  
was low. Median lethal concentration(LC50) of A. hydrophila in white seabass were tested at 
7.76, 7.47 and 7.26 log10 cells/ml for 72, 96 and 120 hours, respectively. Culturing white 
seabass in aquarium with individual LAB at the concentration of 107 cells/g feed were tested. 
Only LAB-4 could grow and resist to A. hydrophila infection better than those of the control 
group (p<0.05). White seabass cultured in net cages with LAB-4 feed at two different doses 
(105 and 107 cells/g) did not show any significant difference on growth, survival and A. 
hydrophila‘s resistance as compared to those results from the control group (p>0.05). Under 
scanning electron microscopic examination showed LAB-4 adherence on fish intestines’ 
surface in both LAB-4 treatment groups while no detection in control group. Confirmation of 
A. hydrophila challenge on white seabass was performed by observing disease 
manifestation and immunohistochemistry technique. After examination of morphology, 
biochemical test, lactic acid determination by HPLC from LAB-4 broth culture,  including 16S 
rDNA sequencing (E=0.0 and 99% homology with 16S rDNA of Weissella confusa, 
Genbank), LAB-4 was identified as Weissella sp.

Field of study……….Biotechnology……….Student’s signature....................................….          
Academic year………….2004……………..Advisor’s signature....................................…..          
                                                                    Co-advisor’s signature....................................          



ฉ

กิตติกรรมประกาศ

วิทยานิพนธฉบับนี้เสร็จสมบูรณลงไดดวยดีโดยไดรับความกรุณาจากอาจารยที่ปรึกษา 
รศ. ดร. สมเกียรติ  ปยะธีรธิติวรกุล และอาจารยที่ปรึกษารวม รศ. ดร. ศิริรัตน เรงพิพัฒน ที่กรุณา
ใหค ําปรึกษา แนะนํ า แกไขวิทยานิพนธใหสมบูรณยิ่งขึ้น  ขาพเจาขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว 
ณ ที่นี้

ขอขอบพระคุณ ผศ. ดร. เจริญ  นิติธรรมยง ทีก่รุณารับเปนประธานกรรมการ, ผศ. ดร. 
ไทยถาวร  เลิศวิทยาประสิทธิ และ ผศ. ดร. สพุฒัน  เจริญพรวัฒนา  ทีก่รุณารับเปนคณะกรรมการ
ในการสอบปองกันวิทยานิพนธและแกไขวิทยานิพนธใหสมบูรณยิ่งขึ้น

ขอขอบพระคุณ สํ านักงานคณะกรรมการสภาวจิยัแหงชาติ และ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลง
กรณมหาวทิยาลัย ที่ใหทุนอุดหนุนการศึกษาวิจัยครั้งนี้

ขอขอบพระคุณ ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเลและภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความอนุเคราะหสถานที่ เครือ่งมือและสารเคมีในการทํ า
วิจัย

ขอขอบพระคุณ ดร. ศิราวุธ กลิ่นบุหงา และ คุณเสรี ดอนเหนือ หนวยปฏิบัติการ
เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความอนุเคราะห
สถานทีแ่ละอปุกรณในการเลี้ยงปลา รวมทั้งหองวิจัยพันธุศาสตรโมเลกุล

ขอขอบพระคุณ รศ. ดร. ไพศาล สิทธิกรกุล ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวทิยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร และ น.สพ. เกรียงไกร ประการแกว ทีใ่หความ
อนเุคราะหในการทํ า Immunohistochemistry

ขอขอบพระคุณ คณาจารยทุกทานที่ไดประสิทธิ์ประสาทความรู  ใหค ําแนะนํ า ตลอดชีวิต
การศึกษาของขาพเจา

ขอขอบพระคุณสมาชิกในครอบครัว ทีดู่แลและใหกํ าลงัใจเสมอมา สุดทายนี้ขาพเจาขอ
มอบประโยชนของวิทยานิพนธฉบับนี้ใหแกชีวิตของปลากะพงขาวทุกตัว



สารบัญ

หนา
บทคัดยอภาษาไทย…………………………………………………………………………………ง
บทคัดยอภาษาอังกฤษ……………………………………………………………………………..จ
กิตติกรรมประกาศ………………………………………………………………………………….ฉ
สารบัญ……………………………………………………………………………………………..ช
สารบัญตาราง………………………………………………………………………………………ซ
สารบัญรูป………………………………………………………………………………………….ฌ
บทที่
1. บทนํ า……………………………………………………………………………………...1
2. การตรวจเอกสาร………………………………………….……………………………….3
3. อุปกรณและวิธีการทดลอง…………………………………….…………………………21
4. ผลการทดลอง……………………………………………………………………………42
5. วิจารณและสรุปผลการทดลอง…………………………………………………………..66
รายการอางอิง……………………………………………………………………………………..76
ภาคผนวก……...………………………………………………………………………………….83

ภาคผนวก ก……………………………………..……………………………………….84
ภาคผนวก ข…………………………………………..………………………………….87
ภาคผนวก ค……………………………………………..……………………………….91
ภาคผนวก ง……………………………………………..……………………………….94
ภาคผนวก จ...........................................................................................................99

ประวัติผูเขียนวทิยานิพนธ…………………………………………………………...…………..165



ซ

สารบัญตาราง

ตารางที่                                                                                                                            หนา
1. ความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ..............................................19
2. นวิคลโีอไทดไพรเมอรที่ใชสํ าหรับหานิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัล

ดีเอ็นเอของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย……………………………………………………...41
3. ขนาดความกวางของบริเวณยับยั้งที่เกิดจากเชื้อทดสอบโดยสวนนํ้ าใสของ LAB………43
4. สมบัตทิางกายภาพและทางชีวเคมีของ LAB-1 – LAB-5……………………………….44
5. การใชคารโบไฮเดรตของ LAB-1 – LAB-5………………………………………………44
6. การเจรญิของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือระดับความเขมขนตางๆ…………….45
7. การเจริญของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือนํ ้าดีระดับความเขมขนตางๆ……..…45
8. ระดบัโปรตีนและไขมันของสวนประกอบตางๆในอาหารปลา……….…………………..46
9. สวนประกอบของอาหารปลากะพงขาวในการทดลอง…………………..………………46
10. ผลการตรวจวิเคราะหอาหารปลาแบบเปยก(Moist diet)………………………………..47
11. จ ํานวนปลากะพงขาวที่ตายหลังเติม A. hydrophila ทีร่ะดับความเขมขนตางๆใน

นํ ้าเลีย้งปลา เปนเวลา 120 ชั่วโมง……………………………………………………….48
12. ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียเฉลี่ยในอาหารปลา(นํ้ าหนักเปยก)……..………………49
13. นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

ไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก........…...………50
14. ความยาวเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

ไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก………..……….51
15. คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน…..……..53
16. นํ ้าหนกัเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

(LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลลตอกรัมอาหาร ในกระชัง………………………....55
17. ความยาวเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

            (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลลตอกรัมอาหาร ในกระชัง……………………….....56
18. คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชัง เปนระยะเวลา 60 วัน……………58



ฌ

สารบัญรูป

รูปที่                                                                                                                                หนา
1. ปลากะพงขาว white seabass Lates calcarifer…………………..…………………….3
2. คา LC50 ของ A. hydrophila ทีท่ ําใหปลากะพงขาวตายที่เวลาตางๆ…………………...48
3. นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

ไอโซเลตตางๆ ทีใ่หผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก…………………51
4. ความยาวเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

ไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก……..………….52
5. การรอดชวีติวนัที ่30 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิด

แบคทีเรียไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก…..…..52
6. ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila

หลงัการเลี้ยงในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน…………………………………………54
7. นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน

105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลลตอกรัมอาหาร ในกระชัง……………………..56
8. ความยาวเฉลี่ยปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน

105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลลตอกรัมอาหาร ในกระชัง……………………..57
9. การรอดชวีติวนัที ่60 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4

ความเขมขน 105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลลตอกรัมอาหาร ในกระชัง………57
10. ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila

หลงัการเลีย้งในกระชัง เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน
 105 (LAB-4/5) เซลลตอกรัมอาหาร…………………………………..………………...59

11. ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila
หลงัการเลีย้งในกระชัง เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน
107 (LAB-4/7)เซลลตอกรัมอาหาร………………………………………………………59

12a. การยดึเกาะของแบคทีเรียภายในลํ าไสของปลากะพงขาวกลุมควบคุม…………………60
12b. การยดึเกาะของแบคทีเรียภายในลํ าไสของปลากะพงขาวกลุมที่เลี้ยงดวยอาหาร

ทีเ่สริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 105 เซลลตอกรัมอาหาร (LAB-4/5)……….60
12c. การยดึเกาะของแบคทีเรียภายในลํ าไสของปลากะพงขาวกลุมที่เลี้ยงดวยอาหาร

ทีเ่สริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 107 เซลลตอกรัมอาหาร (LAB-4/7)…..…...60



ญ

สารบัญรูป(ตอ)

รูปที่                                                                                                                                หนา
13a. ปลากลุมควบคุมที่ไมถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila……………..........….61
13b. ปลากลุมควบคุมที่ไมถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila………………………61
13c. วกิารของโรคที่เกิดจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila……..............….…61
13d. วกิารของโรคที่เกิดจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila………...............…61
14a.     เนือ้เยือ่บริเวณกลามเนื้อของปลากะพงขาวกลุมควบคุม.............................................62
14b.     เนือ้เยือ่บริเวณกลามเนื้อของปลากะพงขาวกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย
            A. hydrophila……………………………………………………………………………62
14c.     เนือ้เยือ่เกีย่วพนัและเนื้อเยื่อสวนไขมันของปลากะพงขาวกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรค
            ดวย A. hydrophila………………………………………………………………………62
14d.    เนือ้เยือ่บริเวณหลอดเลือดของปลากะพงขาวกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย
            A. hydrophila……………………………………………………………………………62
14e.     เนือ้เยือ่บริเวณเยื่อบุลํ าไสของปลากะพงขาวกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าดวย A. hydrophila…..62
14f.      เนือ้เยือ่บริเวณเยื่อบุลํ าไสที่สามารถมองเห็นเซลลเม็ดเลือดแดงของปลากะพงขาว
            กลุมทีถ่กูเหนี่ยวนํ าดวย A. hydrophila…………………………………………………62
15.      ล ําดับนิวคลีโอไทดของ LAB-4…………………………………………………………...63



บทที่ 1

บทนํ า

อาชพีหลักของคนไทย คือ การเกษตร ซึ่งประกอบดวย พืช ปศุสัตว ประมง ปาไม ในอาชีพ
ดังกลาวการประมงนับวาเปนอาชีพที่สรางผลผลิตทางการเกษตรกอใหเกิดกิจกรรมการผลิตทาง
เศรษฐกจิทีสํ่ าคัญมากแขนงหนึ่งของประเทศไทย ผลผลิตทั้งหมดไดมาจากแหลงนํ้ าธรรมชาติและ
จากการเพาะเลีย้ง แตในปจจุบันแนวโนมของการจับสัตวนํ้ าจากแหลงนํ้ าธรรมชาติลดลง ปริมาณ
ทีจ่บัไดไมแนนอน ทํ าใหมีการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ ากันอยางแพรหลาย และสัตวนํ้ าเศรษฐกิจที่สํ าคัญ
ชนดิหนึง่ กค็อื ปลากะพงขาวเพราะเปนปลาที่เลี้ยงงาย โตเร็ว ใหผลผลิตสูงจึงเปนปลาที่ไดรับ
ความสนใจจากบรรดาผูเพาะเลี้ยงและมีแนวโนมจะประกอบเปนอาชีพหลักกันมากขึ้น

ปลากะพงขาว(Lates calcarifer) เปนปลาทีม่กีารเพาะเลี้ยงเปนอุตสาหกรรมมานานกวา 
20 ป ทัง้ในและตางประเทศ ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต และออสเตรเลีย ปลาชนิดนี้มีความ
ทนทานตอการเปลี่ยนแปลงของความเค็มสูง ในประเทศไทยนอกจากจะมีการเลี้ยงในกระชังตาม
ชายฝงทะเล ยงัมกีารเลี้ยงในบอนํ้ าจืดในหลายจังหวัด เชน ปทุมธานี อางทอง ชลบุรี เปนตน         
(จิรศักดิ์ และคณะ, 2534) ปลากะพงขาวเปนปลาที่นิยมนํ ามาบริโภคเนื่องจากมีรสชาติดีสามารถ
นํ ามาปรุงแตงเปนอาหารไดหลายแบบรวมทั้งมีคุณคาทางโภชนาการ มีสวนประกอบของไขมัน
เพยีงเลก็นอยและมีวิตามินบี12 ในปริมาณมาก(สมใจ, 2527) ปลากะพงขาวจึงเปนสัตวเศรษฐกิจ
ที่กรมประมงสงเสริมใหเลี้ยง  ปจจุบันเกษตรกรไทยนิยมผลิตลูกปลาชนิดนี้สงไปจํ าหนายยัง
ประเทศมาเลเซียและไตหวัน(กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2535) ในการเลี้ยงปลา
กะพงขาวใหมีสุขภาพแข็งแรงนั้นเปนสิ่งสํ าคัญ บางครั้งผูเลี้ยงประสบปญหาตางๆ อยางหลีกเลี่ยง
ไมได เชน กฤษณ (2545) ไดศกึษาปญหาและอุปสรรคในการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชังจังหวัด
สงขลา ปการผลติ 2543 พบวา ปญหานํ้ าเสียจากโรงงานและนากุงทํ าใหคุณภาพนํ้ าเปลี่ยนแปลง 
ปลาจะมอีาการซมึ ลอยตัวขึ้นมาเหนือนํ้ าและกินอาหารนอยลง แสดงวาปลาเริ่มออนแอ จึงเปน
โอกาสใหเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียและเกิดโรคระบาดไดงาย แบคทีเรียสํ าคัญที่ทํ าใหเกิดโรคในปลา
กะพงขาว ไดแก Vibrio spp. และ Aeromonas hydrophila การรักษาโดยทั่วไปนั้นใชสาร
ปฏิชีวนะ เชน เททราไซคลนิ คลอแรมเฟนิคอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากิน
ตดิตอกนัเปนระยะเวลานาน 7 วัน หรือ นํ าสารปฏิชีวนะในปริมาณมากกวาปริมาณที่กํ าหนดผสม
กับนํ้ าและนํ าปลามาแชในระยะเวลาสั้นซึ่งความเขมขนดังกลาวหากใชอยางไมระมัดระวังอาจทํ า
ใหปลาตายได(Powell, 2000) ในปจจุบันพบปญหาการดื้อยาของแบคทีเรียและปญหาสาร
ปฏิชีวนะตกคาง จึงมีการรณรงคใหลดการใชสารปฏิชีวนะ และหาวิธีการปองกันโรคที่เกิดจาก
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แบคทเีรียในปลากะพงขาวดวยวิธีการใหมๆ เชน การใชวัคซีน พบวาในลูกปลากะพงขาววัคซีนให
ผลในการปองกันโรคแตไมสามารถชวยใหปลาที่ไดรับวัคซีนมีอัตราการเจริญเติบโตสูงกวาในลูก
ปลากะพงขาวที่ไมรับวัคซีน(จิรศักดิ์ และคณะ, 2534) การใชโพรไบโอติกเปนอีกวิธีที่เร่ิมมีการ
ศกึษาไดผลแลวในไก(ฐิติพงษ, 2539)  สุกร(Zani, 1988)  กุง(วรรนิภา, 2539)และปลาบางชนิด 
เชน Rainbow trout(Nikoskelainen, 2001) แตยงัไมมีการศึกษาในปลากะพงขาว  ดวยเหตุนี้ผู
วิจัยจึงสนใจที่จะคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกของปลากะพงขาวเพื่อเพิ่มความ
ตานทานโรค ความแขง็แรง และการเจริญเติบโตใหแกปลากะพงขาวเพื่อใหธุรกิจการเลี้ยงปลาชนิด
นีข้องเกษตรกรมีความเสี่ยงลดลงและเปนธุรกิจที่ยั่งยืนตอไป

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายในการคัดเลือกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของปลา
กะพงขาวที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคและเพิ่มการเจริญ
เติบโตของปลาได



บทที่ 2

การตรวจเอกสาร

1. ปลากะพงขาว

1.1 ลกัษณะทั่วไป (รูปที่1)

ลกัษณะล ําตวัคอนขางยาวและหนา แบนขางเล็กนอย บริเวณไหลจะโคงมน สวนตัวจะ
ลาดชนัและเวา สวนของขากรรไกรลางจะยื่นยาวกวาขากรรไกรบนเล็กนอย ปากกวาง ขอบปาก
บนเปนแผนใหญ แยกเปนแนวตอนตนและตอนทายอยางชัดเจน บริเวณสวนปากจะยืดหดไดบาง 
ชองปากเฉยีงลงดานลางเล็กนอย มีฟนเล็กละเอียดบนขากรรไกรบนและลาง และที่เพดานปาก ตา
ของปลาชนดินีม้ขีนาดกลาง ไมมีเยื่อที่เปนไขมันหุม แผนแกมมีขนาดใหญ มีขอบหลังเปนหนาม
แหลม 4 ซี ่ และเรียงตอดวยซี่เล็กๆ จัดตามแนวหลัง ดานบนสวนหัวและบนแผนเหงือกมีเกล็ด
ขนาดตางๆกนั เกลด็บริเวณลํ าตัวคอนขางใหญ ดานหลังมีสีเทาเงินหรือเขียวปนเทา สวนทองจะมี
สเีงนิแกมเหลอืง บริเวณดานขางของลํ าตัวมีสีเงิน ครีบหลังครีบกน ครีบหาง จะมีสีเทาปนเงิน
บางๆ มคีรบีหลังสองตอน ตอนแรกอยูตรงตํ าแหนงของครีบทอง มีกานครีบแข็งแหลมคมขนาด
ใหญ 7-8 กาน เชื่อมตอกันดวยเยื่อบางๆ ครีบหลังตอนที่สอง แยกจากตอนแรกอยางเห็นไดชัด มี
กานครบีแขง็ 1 กาน กานครีบออนมีปลายแตกแขนง มี 10-11 กาน ครีบหูและครีบอกยาวไมถึงรู
กน ครบีกนมตี ําแหนงใกลเคียงกับครีบหลังตอนที่สอง ซึ่งประกอบดวยกานครีบแข็ง 3 กาน กาน
ครบีออน 7-8 กาน ขอหางสั้น ครีบหางคอนขางกลม เสนขางตัวโคงไปตามแนวสันหลัง มีเกล็ดบน
เสนขางตัว 52-61 เกล็ด(สโมสรคณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร,  2531)

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



4

1.2 การจดัลํ าดับทางอนุกรมวิธาน

ปลากะพงขาวมีชื่อวิทยาศาสตร (Scientific name) วา Lates calcarifer (Bloch)
Phylum  Chordata

Sub-Phylum  Vertebrata
Sub-class  Teleostomi

Order  Percomorphi
Family  Centropomidae

Genus  Lates
Species  calcarifer

1.3 แหลงกํ าเนิดและการแพรกระจาย

ปลากะพงขาวเปนปลาในทองถิ่นที่พบตามชายฝงทะเลและหมูเกาะของประเทศตางๆ ใน
ภูมภิาคอนิโดแปซิฟค และจัดเปนตัวอยางของปลาเขตรอนที่มีการแพรกระจายในบริเวณคอนขาง
กวางมาก คือ บริเวณชายฝงทะเลของอาวเปอรเซีย บังคลาเทศ อินเดีย ศรีลังกา สาธารณรัฐสังคม
นยิมแหงสหภาพพมา ไทย มาเลเซีย กัมพูชาประชาธิปไตย สาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนาม ฟลิป
ปนส อินโดนีเซีย ตอนเหนือของออสเตรเลีย และตอนใตของสาธารณรัฐประชาชนจีน(สมใจ, 
2527) เนื่องจากปลากะพงขาวพบในหลายประเทศ ทํ าใหมีชื่อเรียกที่แตกตางกันไป ขึ้นอยูกับ
ประเทศนัน้ๆ เชน ชื่อสามัญภาษาอังกฤษ giant perch, white seabass, silver seaperch,  
palmer และ cock-up seabass  ภาษาอินเดีย begti, gitador และ boor  ภาษาฟลิปปนส 
kakap, katuyot และ bulgan   ภาษาอินโดนีเซีย pelak, telap และ petcham เปนตน

ปลากะพงขาวเปนปลานํ้ ากรอยขนาดใหญที่สุด เจริญเติบโตไดดีในนํ้ ากรอยและนํ้ าจืด จัด
ไดวาเปนปลาประเภทสองนํ้ า คือ ในชวงชวีติของปลากะพงขาวจะมีการเคลื่อนยายไปมาระหวาง
แหลงนํ้ าจืดและนํ้ าเค็ม ปลากะพงขาวขนาดใหญจะอาศัยอยูในแหลงนํ้ าที่ไมหางไกลออกไปจาก
ฝงมากนกั พบมากตามบริเวณปากแมนํ้ าลํ าคลอง ปากทะเลสาปและปากอาวบริเวณที่เปนปาไม
ชายเลนที่มีนํ้ าเค็มทวมถึง สํ าหรับประเทศไทยสามารถพบปลากะพงขาวตามชายฝงทะเลโดย
เฉพาะบรเิวณปากแมนํ้ าใหญๆที่มีทางออกติดตอกับทะเลมีปาไมชายเลนขึ้นปกคลุม เชน จังหวัด
ตราด จนัทบุรี ฉะเชิงเทรา สมุทรปราการ สมุทรสงคราม ฯลฯ

ปลากะพงขาวจะผสมพันธุและวางไขในนํ้ าทะเลที่มีความเค็มประมาณ 28-32 สวนในพัน
สวน ในทะเลที่มีความลึก หลงัจากนัน้ไขจะถูกพัดพาเขาสูบริเวณชายฝงและฟกออกเปนตัว ลูก
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ปลากะพงขาวทีฟ่กออกเปนตัว จะดํ ารงชีวิตอยูในนํ้ ากรอยและนํ้ าจืด จนมีอายุได 2-3 ป มีขนาด 
3-5 กโิลกรัม จะเคลื่อนตัวออกสูทะเล เพื่อทํ าการผสมพันธุและวางไขตอไป(สมใจ,2527)

1.4 วธิกีารเพาะเลี้ยง

แบงออกเปน 3 รูปแบบ คือ
1.4.1 การเลี้ยงปลาในนากุง สวนใหญจะมีพื้นที่ตัง้แต 2 ไรขึ้นไป ลูกปลาที่ปลอยมี

ขนาด 1-2 เซนติเมตร ความหนาแนนที่เลี้ยงไรละ 800-1,600 ตัว
1.4.2 การเลีย้งปลาในบอนํ้ ากรอย ขนาด 2.5-10 ไร ความหนาแนนที่เลี้ยงไรละ 1,600-

3,200 ตัว
1.4.3 การเลีย้งปลาในกระชงั เปนวิธีที่นิยมมาก เนื่องจากคาใชจายในการลงทุนตํ่ ากวา

การขดุบอเลีย้งเปนอยางมาก รวมทั้งสามารถปลอยพันธุปลาลงเลี้ยงไดเปนจํ านวนมากกวาเพราะ
นํ ้าถายเทไดดีชวยใหปลามีอัตรารอดสูง ขนาดของกระชังที่นิยมใช คือ 5x5เมตร สามารถปลอย
เลี้ยงไดตั้งแต 10-20 ตัว/ตารางเมตร(วิเศษและวิไลวรรณ, 2529)

1.5 สมบติัของนํ้ าในบอเลี้ยง(คูมอืชุดทดสอบฟอสเฟต,ไนไตรท,ไนเตรทและแอมโมเนีย
รวม ของบริษัท พรีมาเทค จํ ากัด; มัน่สนิ, 2539)

1.5.1 อุณหภมูขิองนํ ้า ควรมีคาคงที่ สมํ่ าเสมอตลอดฤดูการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิที่เหมาะ
สมในการเพาะเลี้ยงอยูระหวาง 28-30 องศาเซลเซียส

1.5.2 ความเคม็ของนํ้ า ควรอยูในชวง 27-32 สวนในพัน และมีการเปลี่ยนแปลงความ
เคม็ในชวงทีไ่มกวางมากนัก อยางไรก็ตามความเค็มของนํ้ าที่อยูในชวง 10-32 สวนในพัน จะ
สามารถท ําการเลี้ยงปลากะพงขาวไดเปนอยางดี นอกจากนี้ปลากะพงขาวยังสามารถเจริญเติบโต
ในนํ้ าจืดไดเชนกัน

1.5.3 ปริมาณของออกซิเจนในนํ้ า ควรจะมีอยูในปริมาณที่สูงพอสมควรและมีคาคงที่
อยูเสมอไมเปลี่ยนแปลงมากนัก นักประมงไดสรุปอิทธิพลของออกซิเจนในนํ้ าไวดังนี้ หากมี
ออกซเิจนในนํ ้านอยกวา 1 มิลลิกรัม/ลิตร นานหลายชั่วโมง ปลาอาจตายได ออกซิเจนในนํ้ าอยู
ระหวาง 1-5 มิลลิกรัม/ลิตร ปลาสามารถมีชีวิตอยูไดแตถาเกิดขึ้นอยางตอเนื่องปลาจะเจริญเติบโต
ชาและไมสามารถขยายพันธุไดดี ออกซิเจนในนํ้ ามากกวา 5 มิลลิกรัม/ลิตร แตไมเกินระดับอ่ิมตัว
เปนชวงที่เหมาะสมสํ าหรับการเจริญเติบโตและขยายพันธุ
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1.5.4 ความเปนกรด-ดาง(pH) ปลาและสิ่งมีชีวิตในนํ้ าสามารถดํ ารงอยูไดที่ pH ที่เปน
กลางประมาณ 6-9 pH ที่สูงหรือต่ํ าเกินไปจะสรางความเครียดใหกับปลา บางครั้งถึงกับทํ าใหส่ิงมี
ชวีติในนํ้ าตายไดทันที

1.5.5 ความเปนดาง(alkalinity) สภาพดาง หมายถึง ความสามารถของนํ้ าที่จะรับ H+

เพือ่ท ําใหกรดเปนกลาง ความเปนดางจะวัดในรูปของ CaCO3 นํ ้าทีใ่ชเลี้ยงปลาควรมีความเปน
ดางมากกวา 20-40 ppm และควรมีคาอยูระหวาง 100-120 ppm ผลของความเปนดางนั้นจะสง
ผลตอปริมาณฟอสเฟตและสารอาหารอื่นๆในนํ้ าดวย

1.5.6 ฟอสเฟต(PO4
3+) เปนสารประกอบที่ใหธาตุอาหารฟอสฟอรัสสํ าหรับแพลงกตอน

พชืและแบคทเีรีย ที่จะทํ าใหเกิดความอุดมสมบูรณของอาหารธรรมชาติในบอ ไดแก แพลงกตอน
พชื แพลงกตอนสัตว สัตวหนาดิน โดยปกติแลวปริมาณฟอสเฟตในนํ้ าจะอยูในระดับต่ํ าตลอดเวลา
เนือ่งจากฟอสเฟตสามารถดูดซึมอยางรวดเร็วโดยแพลงกตอนและแบคทีเรียอีกทั้งยังตกตะกอนกับ
แคลเซียมในสภาพที่นํ้ ามีpHสงู และตกตะกอนกับอลูมิเนียมและเหล็กในสภาพที่นํ้ ามีpHตํ่ า การที่
ปริมาณฟอสเฟตในนํ้ าสูงบงชี้วานํ้ ามีของเสียมาก แพลงกตอนพืชจะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจน
อาจท ําใหนํ ้าเนาเสียซึ่งเปนตนเหตุให ออกซิเจนในนํ้ าตํ่ าลง จนปลาเปนอันตรายได โดยในแหลงนํ้ า
เคม็ทัว่ๆไปจะมีฟอสเฟตอยู 0.02 มิลลิกรัม/ลิตร หากปริมาณของฟอสเฟตเปลี่ยนแปลงไปควรแก
ไข ดงันี ้ปริมาณของฟอสเฟตในชวง 0.0-0.05 มิลลิกรัม/ลิตร แสดงวาพื้นที่ดินกรด ควรปรับpH ดิน
ใหไดมากกวา 5.5 และเติมปุยทริปเปลซุปเปอรฟอสเฟต 400 กรัม/ไร ทุก 7 วัน ปริมาณของ
ฟอสเฟตในชวง 1.0-10.0 มิลลิกรัม/ลิตร แสดงวามกีารเลี้ยงปลาในปริมาณที่หนาแนนและอาจมี
อาหารตกคางมาก การเลีย้งปลาในนํ้ าเค็มควรควบคุมใหนอยกวา 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และในนํ้ าจืด
ควรควบคุมใหนอยกวา 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.7 ไนไตรท(NO2
- ) เปนผลผลิตที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนีย การสะสม

ไนไตรทในนํ้ าจะเกิดขึ้นเมื่อมีการเนาสลายของสารอินทรียและปลอยแอมโมเนียออกมามาก ใน
สภาวะทีม่อีอกซิเจนแอมโมเนียมจะเปลี่ยนเปนไนไตรทและในกรณีที่นํ้ ามีpHสงูกวา    8   ประสิทธิ
ภาพการเปลี่ยนไนไตรทใหเปนไนเตรทจะลดลงทํ าใหเกิดการสะสมไนไตรทในนํ้ า ซึง่ไนไตรทจะถูก
ดดูซึมเขาสูปลาทางเหงือกและจะไปทํ าปฏิกิริยากับฮีโมโกลบินในเลือดทํ าใหไมสามารถขนถาย
ออกซเิจนได เลือดจะเปนสีนํ้ าตาล หรือเรียกวาโรคเลือดสีนํ้ าตาล ความเปนพิษของไนไตรทจะเพิ่ม
มากขึน้เมือ่มแีอมโมเนียสูง ไนไตรทในระดับความเขมขนที่ตํ่ ากวาระดับที่ทํ าใหสัตวนํ้ าตาย จะทํ า
ใหสัตวนํ ้าออนแอและติดโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียไดงาย ในนํ้ าเลี้ยงปลาควรมีไนไตรทนอยกวา
0.1-0.3 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.8 ไนเตรท(NO3
- ) เปนสารประกอบที่ใหธาตุอาหารไนโตรเจนสํ าหรับแพลงกตอนพืช

และแบคทเีรียที่จะทํ าใหเกิดความอุดมสมบูรณของอาหารธรรมชาติในบอ ไดแก แพลงกตอนพืช
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แพลงกตอนสตัว สัตวหนาดิน ไนเตรทมีความเปนพิษตอสัตวนํ้ าตํ่ ามาก  แตการสะสมของไนเตรท
ในนํ ้าปริมาณสงูๆ อาจแสดงใหเห็นถึงภาวะในแหลงนํ้ า และในบางสภาวะที่เกิดการขาดออกซิเจน
ไนเตรทอาจถูกเปลี่ยนกลับไปในรูปไนไตรท ซึ่งจะกอใหเกิดปญหาได    ในแหลงนํ้ าทั่วๆไปจะมีไน
เตรทอยู 0.0-0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และปรมิาณไนเตรทที่เหมาะสมสํ าหรับการเลี้ยงปลาควรอยูในชวง
0.01-0.05 มิลลิกรัม/ลิตร

1.5.9 แอมโมเนียรวม(NH4
+/NH3) เปนสารประกอบไนโตรเจนที่เกิดจากการปลอยของ

เสยีจากการกนิอาหารพวกโปรตีนออกมาในรูปแอมโมเนียและการเนาสลายของเศษอาหาร ซึ่งเกิด
จากอาหารที่เหลือและเศษอาหารที่ขับถายออกมาภายในบอแลวเกิดการยอยสลายโดยจุลินทรีย
ภายในบอ  แอมโมเนียในบอเลี้ยงสัตวนํ้ ามี 2 รูปแบบ คือ แอมโมเนีย(NH3) ทีย่งัไมแตกตัวจะเปน
พษิกบัสัตวนํ้ า และแอมโมเนียมไอออน(NH4

+) ซึง่ไมเปนพิษตอสัตวนํ้ า ปจจัยที่มีผลตอแอมโมเนีย
คอื ออกซิเจนในนํ้ า คาpH ปริมาณแอมโมเนียรวมในนํ้ าชวง 0.4-2.0 มิลลิกรัม/ลิตร จะเปน
อันตรายตอสัตวนํ้ า ผลของแอมโมเนียจะทํ าใหสัตวออนแอ ติดเชื้อโรคงาย ไมสามารถขับถายออก
ได ปริมาณแอมโมเนียรวมในนํ้ าควรอยูในชวง 0.0-0.06 มิลลิกรัม/ลิตร

1.6 อาหาร

ปลากะพงขาวจะกนิอาหารตามชวงอายุ ชวงชีวิตสวนใหญจะกนิเนื้อหรือกนิสัตวที่มีขนาด
เลก็กวาเปนอาหาร  จงึจดัเปน Carnivorous fish เราสามารถแบงชนิดและระยะเวลาการใหอาหาร
ในการเลี้ยงปลากะพงขาว ไดดังนี้

1.6.1 คลอเรลลา จัดเปนแพลงกตอนพชืทีม่ขีนาดเล็กมาก เหมาะที่จะใชเลี้ยงลูกปลา
กะพงขาวทีม่อีายุ 2-10 วัน คลอเรลลาที่ใสลงในบออนุบาลจะเปนอาหารสํ าหรับใหลูกปลาและโรติ
เฟอรกินเปนอาหารชวยบดบังแสงแดดใหกับลูกปลา และชวยขับของเสียบางอยางที่ละลายอยูใน
นํ ้า เปนการชวยปรับปรุงคุณภาพนํ้ าใหอยูในสภาพดีดวย

1.6.2 โรตเิฟอร เปนไรนํ้ าขนาดเล็ก กินแพลงกตอนพชืเปนอาหาร การใหโรติเฟอรเปน
อาหารแกลูกปลานั้น ใชถุงแพลงกตอนเก็บรวบรวมโรติเฟอรจากบอเพาะโรติเฟอรไปใสในบอ
อนบุาลลูกปลาใหเพียงพอ ประมาณ 5-10 ตัวตอนํ ้า 1 มิลลิลิตร ปกติจะใหโรติเฟอรเปนอาหารเมื่อ
ลกูปลาอายุครบ 3 วันจนลูกปลาอายุได 14 วัน

1.6.3 อารทเีมยี เร่ิมใหอารทีเมียแกลูกปลา เมื่อลูกปลาอายุได 8 วัน เพราะมีลูกปลาตัว
โตที ่ สามารถกนิอารทีเมียแทนโรติเฟอรได ปกติแลวจะใหอารทีเมียจนกวาลูกปลาจะกินเนื้อปลา
บดได หรือเมื่อลูกปลามีอายุได 20 วัน
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1.6.4 เนือ้ปลาสบัละเอียด ลูกปลามีอายุครบ 21 วันขึ้นไป เร่ิมฝกใหกินเนื้อปลาสับ
ละเอยีดโดยในตอนแรกลูกปลาซึ่งไมเคยกินและยังไมยอมกิน ตองพยายามฝกเปนประจํ า

1.6.5 เนือ้ปลาเปนชิน้ เมื่อปลาอายุได 2-3 เดือน ปลากะพงขาวจะชินกับเหยื่อที่ตาย
แลวและปลาเริม่โต ปลาที่ใหไมจํ าเปนตองสับละเอียดอีก ใหหั่นเปนชิ้นๆ ใชเลี้ยงปลากะพงขาวจน
ถงึขนาดที่จะบริโภคหรือขายได(สมใจ, 2527)

นอกจากอาหารทีไ่ดกลาวมาขางตนแลวนั้น เมื่อปลาผานพนชวงอนุบาลลูกปลา สามารถ
ฝกปลากะพงขาวใหกินอาหารผสม(Mixed Diet)ในรูปอาหารเม็ดแบบเปยก(Moist Pellet)ได โดย
ตองมีระดับโปรตีนและพลังงานที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของปลา(วิเชียรและคณะ, 2532) 
สวนประกอบทัว่ไปของอาหารปลากะพงขาว ประกอบดวย ปลาปน, รํ าขาว, วิตามิน, แรธาตุ, แปง
เจลาตนิ, วติามินซี, นํ้ ามันปลาทะเล, นํ้ ามันพืช, นํ้ า(Boonyaratpalin, 1988)

วเิชยีรและคณะ(2532) ทดลองเลี้ยงปลากะพงขาวขนาดความยาวเฉลี่ย 7.57 เซนติเมตร 
นํ ้าหนกัตวัเฉลี่ย 5.07 เซนติเมตร ดวยอาหารผสม(Mixed Diet) และใชในรูปอาหารเม็ดแบบเปยก
(Moist Pellet) เปนระยะเวลา 8 สัปดาห โดยใชอาหารผสมที่มีโปรตีน 3 ระดับ คือ 45, 48 และ 51 
% แตละระดบัมีไขมัน 13 และ 18 % รวมเปนอาหาร 6 สูตร และเปนอาหารผสมอีก 1 สูตร ซึ่งมี
ระดบัโปรตนี 54 % ไขมัน 13 % เปนอาหารเปรียบเทียบ พบวา อาหารสูตรที่มีโปรตีน 45 % ไขมัน 
18 %(จากการค ํานวณ) มีอัตราการรอด 100 %และการเจริญเติบโตดีที่สุด และจากการวิเคราะห
อาหารสูตรดังกลาว พบวา มีระดับโปรตีน 46.71 % ไขมัน 15.64 %

Catacutan และ Coloso(1997) ศกึษาระดับคารโบไฮเดรต 2 ระดับ คือ 15, 20 % และ
ระดบัไขมนั 3 ระดับ คือ 6, 12, 18 % ระดับโปรตีนคงที่ 42.5 %ทุกสูตรอาหารในอาหารผสม ปลา
กะพงขาวทีใ่ชมนีํ ้าหนักเริ่มตน 0.85-0.93 กรัม เลี้ยงเปนระยะเวลา 12 สัปดาห พบวา สูตรอาหาร
ทีม่รีะดบัคารโบไฮเดรต 20 %กับระดับไขมัน 12 หรือ 18 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยว
ของกบัการเจริญเติบโตมีอัตราสูงสุด และสูตรอาหารที่มีระดับคารโบไฮเดรต 15 % กับระดับไขมัน 
6 % ท ําใหนํ ้าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมีอัตราตํ่ าสุด

Boonyaratpalin(1997) รายงานระดบัสารอาหารที่ปลากะพงขาวตองการไววา ปลากะพง
ขาวตองการโปรตีน 45-55 %, ไขมัน 15-18 %, คารโบไฮเดรต ไมเกิน 20 % สวนระดับและชนิด
ของวติามิน, แรธาตุขึ้นอยูกับขนาดและระยะการเจริญของปลา

Williams et al.(2003) ทดลองเลีย้งปลากะพงขาวนํ้ าหนักเริ่มตนเฉลี่ย 230 กรัม ดวย
อาหารผสมทีร่ะดับโปรตีน 38, 42.5 และ 52 % ไขมัน 7, 12.8 และ 18.3 % พบวา สูตรอาหารที่มี
ระดบัโปรตนี 52 กับ ไขมัน 18.3 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมี
อัตราการเจรญิเติบโตสูงสุด สวนปลากะพงขาวนํ้ าหนักเริ่มตนเฉลี่ย 80 กรัม ดวยอาหารผสมที่
ระดบัโปรตนี 43.8 และ 64.7 % ไขมัน 11.5 และ 22.4 % พบวา สูตรอาหารที่มีระดับโปรตีน 64.7 
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กบั ไขมนั 22.4 % ทํ าใหนํ้ าหนักและปจจัยตางๆที่เกี่ยวของกับการเจริญเติบโตมีอัตราการเจริญ
เติบโตสูงสุด

1.7 ระบบทางเดินอาหาร

ระบบทางเดนิอาหารเริ่มตนตั้งแตปากไปสุดที่รูทวารหนัก อาหารจะผานจากชองปากของ
ปลาตรงเขาไปในคอหอย(pharynx) ปลาบางชนดิ เชน พวกปลาหลังเขียว(herrings) จะมีคอหอย
ที่ดัดแปลงเปนกลามเนื้อหนาชวยในการบดอาหาร ทํ าหนาที่คลายกระเพาะบดในพวกนก พวก
ปลากนิเนือ้จะมฟีนทีค่อหอยทํ าหนาที่ชวยกัดหรือบดอาหารใหเปนชิ้นเล็กลง ปลากินพืชหรือหอยที่
มเีปลอืกแขง็ เชนปลาวงศตะเพียนจะมีฟนที่คอหอยมีลักษณะคลายฟนกรามของมนุษย

จากคอหอยจะเปนอวัยวะที่เรียกวา กระเพาะอาหาร(stomach) มลัีกษณะเปนรูปถุงยาว 
กนถงุแคบ มสีนีํ ้าตาลออน ผิวภายนอกเรียบกวาหลอดคอ กระเพาะอาหารจะทอดไปตามยาวของ
ตวัปลา ผวิภายในของกระเพาะอาหารเปนรอยยนถี่ และมีตอมทํ าหนาที่ขับนํ้ ายอยอยูเปนจํ านวน
มาก ซึ่งเปนสวนของทางเดินอาหารที่ขยายใหญและเจริญดีในพวกปลากินเนื้อที่จับเหยื่อขนาด
ใหญ ปลาหลายชนดิไมมีกระเพาะอาหารที่แทจริง มีแตทอทางเดินอาหารที่ขยายใหญอยูทางดาน
หนาของลํ าไสเล็ก(small intestine) ลํ าไสเล็กแยกออกจากกระเพาะอาหารดวยกลามเนื้อหูรูด 
ลกัษณะอาจจะเปนทอเหยียดตรงหรือขดมวนทับกันเปนกอนใหญ ลํ าไสเล็กของปลาแบงออกเปน 
3 ตอน คอื สวนตน(duodenum) เปนสวนที่ยาวกวาสวนอื่นและมีกลามเนื้อหนาหอหุมไว อยูถัด
จากสวนทายของกระเพาะอาหารทอดยาวไปทางหาง หรืออาจขดงอเล็กนอย รองรอยที่บงชี้วาแยก
ออกจากกระเพาะอาหาร คือ มีสีดํ ากวากระเพาะอาหารเพราะมีทอนํ้ าดีมาเปดเขาในบริเวณนี้ 
สวนกลาง(jejunum) มีขนาดสั้นกวาแตสีและขนาดไมแตกตางกัน สวนปลาย(ileum) มีขนาดสั้น
และแคบกวาสวนอื่นๆและตรงไปทางทาย บริเวณสวนตนของลํ าไสเล็กจะพบไสติ่ง(pyloric 
caeca) เปนทอปลายตนั มีลักษณะคลายนิ้วมือ มีความกวางและยาวตางๆกันขึ้นกับชนิดของปลา 
มหีนาทีช่วยเพิม่เนือ้ที่ในการยอยอาหาร สวนของทางเดินอาหารที่ตอจากลํ าไสเล็ก คือ ลํ าไสใหญ
(large intestine) แยกจากสวนของลํ าไสเล็กโดยรอยคอดกิ่วผนังภายในจะมีรอยยนมากกวาของ
ล ําไสเล็ก ลํ าไสใหญในปลากระดูกแข็งมี rectum แลวถึงชองทวาร

นอกจากนี้ยังมีอวัยวะที่เกี่ยวของกับระบบยอยอาหารที่สํ าคัญไดแก ตับ(liver) มีหนาที่
ชวยเก็บอาหารพวกนํ้ าตาลและไขมันไวใชในยามขาดแคลน ตับจะชวยในการยอยอาหารโดยการ
สรางนํ ้ายอยไปใหลํ าไส ชวยเก็บของเสียจากนํ้ าดี  ถุงนํ้ าดี(gall bladder หรือ bile sac) เปนถุงใส 
คอนขางกลม ภายในถุงมีนํ้ าดี(bile) ซึ่งผลิตจากตับบรรจุอยูเต็ม นํ้ าดีมีรสขม จากถุงนํ้ าดีจะมีทอ
เรียกวา common bile duct นํ านํ้ าดีไปสูสวนตนของลํ าไสเล็กชวยในการยอยอาหารประเภทไขมัน 
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นํ ้าดใีชเปนสารกระจายไขมัน(emulsifying agent) และชวยปรบัคาความเปนกรด-ดางในนํ้ ายอย
อาหารใหเหมาะสม  ตับออน(pancreas) มีหนาที่ผลิตนํ้ ายอยและฮอรโมน(วิมล, 2540; สุภาพร, 
1999)

1.8 โรคที่พบ

การเลี้ยงปลากะพงขาว เปนที่นิยมและไดรับความสนใจจากเกษตรกรผูเลี้ยงอยางแพร
หลายและมกัจะประสบปญหาตางๆ มากมายจากการเพาะเลี้ยง นับต้ังแตการผสมพันธุ เพาะฟก 
อนบุาล จนกระทัง่เลี้ยงไดขนาดที่ตลาดตองการก็ประสบปญหาเชนกัน แตปญหาที่สํ าคัญอันหนึ่ง
ทีท่ ําใหเกษตรกรผูเลี้ยงไดรับความเสียหายอยางมากคือปญหาเปนโรค

โรคเกดิไดจากสาเหตุหลายประการ เชน คุณภาพของอาหารไมครบตามหลักโภชนาการ 
ทํ าใหปลาออนแอและเกิดโรคได หรืออาจเปนผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดลอม
อยางกะทนัหนั เชนในชวงฤดูฝน คุณสมบัติเปลี่ยนแปลงมากทั้งความเค็มและอุณหภูมิ ซึ่งจะเกี่ยว
ของไปถึงคุณสมบัติดานอื่นๆที่อาจมีผลกระทบกระเทือนตอปลาดวย โรคที่พบเสมอในการเลี้ยง
ปลากะพงขาวมีสาเหตุในการเกิดโรคแตกตางกัน พอจะสรุปไดดังนี้

1.8.1 โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย
1.8.2 โรคที่เกิดจากตัวเบียน
1.8.3 โรคที่เกิดจากเชื้อรา
1.8.4 โรคที่เกิดจากไวรัส
1.8.5 โรคทีเ่กิดจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม
1.8.6 โรคทีเ่กิดจากสภาพนํ้ าไมเหมาะสม
1.8.7 โรคทีเ่กิดจากการขาดอาหาร

ในทีน่ีจ้ะกลาวถึงเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียเทานั้น
1.8.1 โรคที่เกิดจากแบคทีเรีย โดยทัว่ไปในนํ้ าจะมีแบคทีเรียชนิดตางๆปนอยูมากมาย

หลายชนดิและเมื่อปลาออนแออันสืบเนื่องมาจากขั้นตอนตางๆ ในการเลี้ยงจะเปนโอกาสที่เหมาะ
สมของการตดิเชื้อแบคทีเรียเปนอยางยิ่ง เมื่อแบคทีเรียในนํ้ าไดเขาสูปลาก็จะเติบโตและแพรขยาย
พันธุอยางรวดเร็ว ทํ าใหนํ้ าบริเวณนั้นมีปริมาณแบคทีเรียสูงมากเปนสาเหตุใหเชื้อแบคทีเรียเขา
เกาะปลาตวัอืน่ๆทีอ่าศัยอยูในแหลงนํ้ าเดียวกันและเกิดโรคระบาดขึ้นในที่สุด แบคทีเรียที่ทํ าใหเกิด
โรคในปลากะพงขาวมีดังนี้
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1.8.1.1 Vibrio spp.
มลีกัษณะเปนทอนสั้นหรือโคงงอ เจริญไดดีทั้งในที่ที่และไมมีมีออกซิเจน อยูเปนเซลล

เดี่ยวๆ มขีนาด 0.5 x 1.0-2.0 นาโนเมตร แบคทีเรียตัวนี้มักอยูรวมกับ Aeromonas hydrophila 
พบในปลากะพงขาวที่เลี้ยงในนํ้ าเค็มและนํ้ ากรอย

อาการที่พบ ปลามอีาการตกเลือดตามลํ าตัวเปนจุดแดง ครีบกรอน เปนแผลบริเวณ
ล ําตวั ทองบวม ตับและไตบวม ถาปลามีอาการดังนี้แลวไมไดรับการรักษาทันทีจะทํ าใหปลาตาย
ได

การปองกันรักษา ใชยาปฏิชีวนะ เชน  เททราไซคลิน ออกซีเททราไซคลิน คลอแรมเฟ
นคิอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากินติดตอกันเปนระยะเวลานาน 7 วัน

1.8.1.2 Aeromonas hydrophila
รูปรางเปนแทงสั้นตรง มีความยาวประมาณ 1.0-1.8 ไมครอน มีแฟลกเจลลัม 1 เสน 

ลกัษณะกลมผวิเรยีบ ตรงกลางโคงนูน สีขาวนวลอยูเปนเซลลเดี่ยวๆ บางครั้งอาจอยูเปนคูหรือเปน
สายสั้นๆ

อาการทีพ่บ รอยชํ้ าแดง เปนแผลเนาเปอยถาเปนมากครีบจะเปอยหลุด สีที่ลํ าตัว
จะเปลีย่นเปนสีดํ า ทองมีอาการบวมนํ้ า ภายในมีนํ้ าเลือดจางๆปนอยู

การปองกันรักษา ตองมั่นดูแลและรักษาคุณภาพนํ้ า หรือคุณสมบัติของนํ้ าใน
แหลงทีเ่ลีย้งใหอยูในสภาพดีเสมอ แตหากปลาติดเชื้อนี้แลวใหใชยาปฏิชีวนะ เชน เททราไซคลิน 
คลอแรมเฟนคิอล 2.8-3.0 กรัมผสมกับอาหาร 1 กิโลกรัม ใหปลากินติดตอกันเปนระยะเวลานาน 7 
วนั หรอื น ําสารปฏชิีวนะในปริมาณมากกวาปริมาณที่กํ าหนดผสมกับนํ้ าและนํ าปลามาแชในระยะ
เวลาสัน้ซึง่ความเขมขนดังกลาวหากใชอยางไมระมดัระวังอาจทํ าใหปลาตายได

1.8.1.3 Pseudomonas fluorescense
มลีกัษณะเปนแทง มีขนาดความกวาง 0.5-1 ไมครอน ความยาว 1.5-4.0 ไมครอน มี

แส 1 เสน ใชเคลือ่นที ่พบไดทั่วไปในนํ้ า สวนมากจะอยูในนํ้ าจืดแตก็มีพบบางในนํ้ ากรอยและนํ้ า
เคม็ แบคทเีรียนีต้ดิตอกันทางปาก ผิวหนังที่เปนบาดแผล หรือเหงือกเมื่อเขาไปในตัวปลาจะสราง
สารพษิซึง่จะท ําอนัตรายตอเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ ปลาเปนโรคนี้เนื่องจากการจัดการของผูเลี้ยง
ไมด ีคณุสมบตัขิองนํ้ าไมดี และปจจัยอื่นๆ ที่เปนสาเหตุทํ าใหเกิดโรคได เชน สารพิษในนํ้ า ความ
เปนกรดเปนดาง และการขาดสมดุลของอาหารก็เปนสาเหตุทํ าใหเกิดโรคได แบคทีเรียตัวนี้มีการ
ติดตอกันทางปาก ผิวหนังที่เปนบาดแผลหรือเหงือกเมื่อเขาไปในตัวปลาจะสรางสารพิษซ่ึงจะทํ า
อันตรายตอเนื้อเยื่อและอวัยวะตางๆ

อาการทีพ่บ โคนครีบ ปาก ขากรรไกรลาง และรอบๆทวารเปนสีแดง ลักษณะภายใน
เนือ้เยือ่บุชองทอง อวัยวะภายในตกเลือด ในลํ าไสมีของเหลวปนเลือด ในกลามเนื้ออาจจะตกเลือด
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การปองกันรักษา จัดการเกี่ยวกับการเลี้ยงดูและเอาใจใสใหปลามีสุขภาพดีอยูเสมอ 
ควบคมุปริมาณการใหอาหาร อัตราการปลอยเลี้ยงอยาใหแนนเกินไป คุณภาพนํ้ าตองควบคุมใหดี
อยูเสมอ การใชยาตองใชยาจํ าพวกตานจุลชีพ ไดแก ออริโอมัยซิน ใหกินในอัตราสวน 55 มิลลิกรัม
ตอนํ ้าหนกัปลา 1 กิโลกรัมตอวัน ผสมในอาหารใหกินนาน 10 วัน หรืออาจละลายนํ้ าใหมีความเขม
ขน 10-20 สวนในลานสวน แชนานตลอดไป หรือ กานามัยซิน ในอัตราสวน 20 มิลลิกรัมตอนํ้ า
หนกัปลา 1 กิโลกรัมตอวนั ผสมในอาหารใหกินนาน 20 วัน

1.8.1.4 Flexibacter columnaris
รูปรางเปนแทงยาว พันเปนสายตอกัน มีขนาดความกวาง 0.5-0.7 ไมครอน ความยาว 

5-150 ไมครอน พบไดทั้งนํ้ าจืดและนํ้ ากรอย แบคทีเรียชนิดนี้จะเจริญบนผิวของปลาทํ าใหเกิดโรค
ที่เรียกวา “โรคคอลัมนาริส” ซึ่งปกติโรคนี้จะไมเกิดขึ้นเองแตจะเกิดจากปลาไดรับความบอบชํ้ า 
หรือบาดเจบ็จากการจับ การขนสงลํ าเลียง หรือการถูกรบกวนบอยๆโดยการยกกระชังขึ้นสูง ความ
รุนแรงของโรคขึ้นอยูกับสุขภาพของปลาและสายพันธุของแบคทีเรีย ถาปลาบอบชํ้ ามากอัตราการ
ตายของปลาที่เปนโรคจะสูงขึ้น ปลาที่มีอายุนอยจะมีโอกาสเปนโรคและตายมาก มักจะเปนกับ
ปลาทีม่ขีนาดตัง้แต 2 นิ้วขึ้นไป โรคนี้จะเกิดมากในชวงฤดูหนาว ชวงเดือนธันวาคมถึงกุมภาพันธ 
และอาจเปนสาเหตุของโรคแทรกซอนอื่นๆ

อาการที่พบ เร่ิมแรกโรคนี้จะเกิดบริเวณที่ไดรับบาดเจ็บบนลํ าตัว ครีบ และบริเวณ
สวนหวั หลงัจากนั้นปลาจะออนแอไมคอยกินอาหาร เคลื่อนไหวชาลง เกล็ดหลุด บริเวณแผลจะ
เปนขุยขาวๆ เหลืองคลายเชื้อรา เปนแถบแผลพาดตามลํ าตัว ขอบแผลจะมีลักษณะเปนสีเทาจางๆ 
มเีมอืกปกคลุมหนามาก บางครั้งจะพบจุดเลือดบริเวณนั้นดวย

การปองกนัรกัษา หลังจากการลํ าเลียงขนยายปลาควรมีการปองกันโดยแชปลาในยา
เหลอืง ความเขมขน 25 สวนในลานสวน 3 วันติดตอกัน หากปลาตดิเชื้อและเปนโรคนี้ใหใชฟูรา
เนสความเขมขน 1.5 สวนในลานสวน แชใน 1 ชั่วโมง ถายังไมหายตองทํ าซํ้ าติดตอกันนาน 3 วัน 
อาจใชคอปเปอรซัลเฟตที่มีความเขมขน 40 สวนในลานสวน แชนาน 20 นาที

1.8.1.5 Flavobacterium sp.
รูปรางมตีัง้แตเปนแทงสั้นเกือบกลมจนถึงแทงยาว เคลื่อนที่โดยใชแส พบไดทั่วไปใน

นํ ้าจดืและนํ้ าเค็ม พบทั่วไปบนผิวหนังของปลา ปกติแลว Flavobacteria จะไมทํ าใหเกิดโรคโดย
ตรงแตเมื่อมีบาดแผลหรือเกิดอาการเครียด จากสภาพแวดลอมตางๆ ทํ าใหปลาออนแอ มีความ
ตานทานนอยลง  Flavobacteria sp. จงึเขาทํ าอันตรายได

อาการของโรค มีอาการตกเลือดตามที่ตางๆภายในจะมีจุดเลือดในเยื่อบุชองทอง เยื่อ
ยดึอวยัวะภายใน อวัยวะภายในและกลามเนื้อ ลํ าไสอาจจะตกเลือด
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การปองกนัรกัษา ยังไมมีวิธีรักษาที่แนนอน แตควรปองกันไมใหเกิดโรค โดยการควบ
คมุการจดัการเกี่ยวกับการเลี้ยง อาหารและคุณภาพนํ้ าที่ดีจะลดอัตราการเกิดโรคได

1.8.1.6 Renibacterium sp.
รูปรางเปนแทง ไมเคลื่อนที่ มักจะอยูเปนคู
อาการของโรค ตาขาวขุนมัวและโปนออกมาตาอาจบอดได ทองบวมเล็กนอย หรือมีฝ

ใตผวิหนา อวัยวะภายใน เชน หัวใจ ไตและตับ จะมีกอนสีขาวอยูในเนื้อเยื่อ  ไตจะแข็งกวาปกติ สี
ด ํา มีจุดขาวแทรกอยูเปนแหงๆ

การปองกนัรกัษา ใชอีลิโทรมัยซินหรือซัลฟาเมอราซีน ผสมในอาหารใหปลากินติดตอ
กนั การใหยาอาจใชเวลานานถึง 2 เดือน ใหใชในปริมาณตํ่ าๆ เพราะอาจเปนผลใหแบคทีเรียดื้อยา
ได

2. โพรไบโอติก ( Probiotics )

2.1 คํ าจํ ากัดความของโพรไบโอติก

 Gatesoupe(1999) รายงานค ําจํ ากัดความของ “โพรไบโอติก” ที่มีผูศึกษาไว ดังนี้
Parker(1974) : จลุนิทรยีและสารที่กอใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร
Fuller(1989) : จลุนิทรยีมชีวีิตที่เสริมในอาหารสัตวแลวใหผลดีโดยกอใหเกิดสมดุลในระบบทาง
                      เดนิอาหารของสัตวชนิดนั้น
Tannock(1997) : เซลลจลุนิทรียมีชีวิตที่ใชเสริมลงในอาหารโดยมีจุดมุงหมายเพื่อเสริมสุขภาพ

2.2 คุณสมบติัของจุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก

 Gatesoupe(1999) รายงานคุณสมบัติของจุลินทรียที่มีผลตอการเสริมสุขภาพของสัตว
ดังนี้
1. ตอตานจุลินทรียกอโรคในระดับหลอดทดลอง
2. มศีกัยภาพในการยึดเกาะผนังทางเดินอาหาร
3. เพิม่ความตานทานโรคเมื่อทดลองเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคในสัตวเจาบาน

สวน Gilliland(1979) และ Fuller(1989) รายงานหลักเกณฑในการคัดเลือกจุลินทรียที่ใช
เปนโพรไบโอติก ไวดังนี้
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1. เปนจลุนิทรยีชนดิที่ไมกอโรค เปนสายพันธุที่มีความจํ าเพาะตอเซลลเจาบาน สามารถอยูรอด
ไดในสภาวะทีเ่ปนกรดสูง เชน ในกระเพาะอาหาร และสามารถทนตอเกลือนํ้ าดีที่มีความเขม
ขนสงู เนือ่งจากบริเวณลํ าไสเล็กเปนบริเวณที่มีการหลั่งนํ้ าดีจากตับออน

2. สามารถเจริญเพิ่มจํ านวนและมีเมแทบอลิซึมในระบบทางเดินอาหารได
3. สามารถแขงขันเขายึดเกาะกับจุลินทรียกอโรคในบริเวณเยื่อบุทางเดินอาหารได
4. ผลิตกรดอนิทรียและสารตอตานจุลชีพซึ่งมีผลลดจํ านวนจุลินทรียกอโรคลง
5. มผีลกระตุนภูมิคุมกันในสัตว ทํ าใหสัตวมีการสรางแอนติบอดีมากขึ้น
6. เพาะเลี้ยงไดงาย เจริญเพิ่มจํ านวนไดอยางรวดเร็วและมีอัตราการรอดชีวิตสูงเมื่อเก็บรักษา

เปนระยะเวลานาน
7. ในกรณทีีใ่ชรวมกับสารปฏิชีวนะเพื่อใหไดผลผลิตที่ดียิ่งขึ้น ควรมีสมบัติตอสารปฏิชีวนะที่ผสม

ในอาหารสัตวดวย
Vine et al.(2004) แนะน ําเกณฑในการคัดเลือกโพรไบโอติกของสัตวนํ้ าในระดับหลอด

ทดลองดวยคา Ranking Index(RI) ดวยสูตร RI=1/(λ x td) x 100 เมื่อ λ คอื lag period และ td

คอื ระยะเวลาที่เชื้อเจริญเปนสองเทา(doubling time)

2.3 การใชโพรไบโอติกในสัตวนํ้ า

วรรนิภา(2539) ศึกษาการใชโพรไบโอติกเสริมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํ าโดยใชแบคทีเรีย 
Bacillus S11 ทีแ่ยกไดจากลํ าไสกุงกุลาดํ าที่มีสุขภาพดีและมีสมบัติเปนโพรไบโอติก เมื่อทดสอบ
คณุสมบัติตางๆแลวพบวาเปน Bacillus sp. โดยใชอาหารเลี้ยงกุงที่ผสมโพรไบโอติก เลี้ยงกุงเปน
เวลา 100 วัน พบวา กุงกุลาดํ าที่ไดรับอาหารที่ผสม Bacillus S11 จะมกีารเจริญเติบโต อัตราการ
รอดชวีติและความตานทานตอโรคสูงกวากุงกุลาดํ าที่ไดรับอาหารที่ไมผสม Bacillus S11 อยางมี
นยัสํ าคญั นอกจากนี้ไดทดสอบการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย Vibrio harveyi D331 พบวาหลังจาก
การเลีย้ง 10 วันกุงกุลาดํ าในกลุมควบคุมมีอัตราการรอดชีวิต 26 % แตกุงกุลาดํ าในกลุมที่มีการ
เติม Bacillus S11 มอัีตราการรอดชีวิต 100%

Nikoskelainen et al.(2001) รายงานการใช Lactobacillus rhamnosus ซึง่มีสมบัติเปน
โพรไบโอติกในคนปองกันโรค furanculosis ซึ่งมีสาเหตุมาจาก Aeromonas salmonicida ใน 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) พบวา ที่ความเขมขนของ Lactobacillus rhamnosus
109 เซลล/มล. มีเปอรเซ็นตการตาย 18.9 % ความเขมขน 1012 เซลล/มล. มีเปอรเซ็นตการตาย 
46.3 % และกลุมควบคุมมีเปอรเซ็นตการตาย 52.6 %
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Nikoskelainen et al.(2001) ศกึษาลกัษณะและคุณสมบัติของแบคทีเรียที่มีแนวโนมที่จะ
ใชเปนโพรไบโอติกในคน 6 สายพันธุ ซึ่งไดแก Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 / 
Lactobacillus casei Shirota / Lactobacillus  bulgaricus / Lactobacillus rhamnosus LC 
705 / Bifidobacterium lactis Bb 12 / Lactobacillus johnsonii La 1 และ ในสัตว 1 สายพันธุ 
คือ Enterococcus faecium Tehobak เพือ่ใชในการปองกันการเกิดโรคซึ่งเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย
กอโรค 3 สายพันธุ ไดแก Vibrio anguillarum / Flavobacterium psychrophilum และ 
Aeromonas salmonicida ใน rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ดวยเทคนิค in vitro ติด
ตามผลการยึดติดบนเมือก การเจาะทะลุเมือก การยับยั้งการเจริญและการยึดติดของแบคทีเรียกอ
โรคดวยการติดฉลากสารกัมมันตรังสี [methyl-1,2-3H]thymidine บนแบคทีเรียที่สนใจ นอกจากนี้
ยงัหาความสามารถในการตานทานตอนํ้ าดีอีกดวย พบวา โพรไบโอติกมีความสามารถในการยึด
ตดิและเจาะทะลุเมือกของ rainbow trout ไดดี มีความสามารถในการยับยั้งและยึดติดกับเมือก
ของ rainbow trout ไดดีกวาแบคทีเรียกอโรค และตานทานตอนํ้ าดีไดดีกวาแบคทีเรียกอโรคเชนกัน

Gatesoupe(2002)  รายงานการใชโพรไบโอติก Bactocell (Pediococcus acidilatici), 
Levucell (Saccharomyces cerevisiae) และฟอรมัลดีไฮดในการลดปริมาณ Vibrio 
alginolyticus ใน Artemia nauplii เพือ่ใชในการเลี้ยง pollack วัยออน พบวา เมื่อนํ า Artemia ไป
ฝกตัวในนํ้ าที่มีฟอรมัลดีไฮดปริมาณ 50 และ 100 มลิลิกรัม/ลติร อัตราการฝกตัวของ Artemia ไม
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ จากนั้นนํ า Artemia ที่ฝกตัวในนํ้ าที่มีฟอรมัลดีไฮดปริมาณ 50
มิลลิกรัม/ลติร ไปเลี้ยง Pollack(Pollachius pollachius) ตดิตอกันนาน 3 เดือน ทํ าใหคุณสมบัติ
ทางกายภาพและทางพันธุกรรมของ Vibrio alginolyticus เปลี่ยนแปลงไป  และเมื่อนํ า Artemia ที่
ฟกตวัในโพรไบโอติกไปเลี้ยง pollack  วัยออน สามารถทํ าใหปลามีนํ้ าหนักมากกวากลุมควบคุม
ซึ่ง Artemia ไมไดฟกตัวในโพรไบโอติก

Villamil et al.(2003) รายงานการควบคุม Vibrio alginolyticus ใน Artemia ดวยโพรไบ
โอติกแบคทีเรีย พบวา Lactobacillus brevis  สามารถกํ าจัด Vibrio alginolyticus ในนํ้ าเลี้ยง 
Artemia ไดทัง้หมด สวนใน Artemia ม ี 2 สายพันธุที่สามารถกํ าจัด Vibrio alginolyticus ไดทั้ง
หมด คือ Lactobacillus casei และ Lactobacillus brevis  เมือ่ทดสอบผลของ extracellular 
products ของทัง้ 6 สายพนัธุที่ศึกษา พบวา ทั้ง 6 สายพันธุ ซึ่งไดแก Lactobacillus helveticus / 
Lactobacillus casei / Lactobacillus brevis / Lactobacillus mesenteroidesI / Lactibacillus 
lactis และ Lactobacillus acidilatici สามารถทํ าใหจํ านวน Vibrio alginolyticus ลดลงได

ศริิเพ็ญ(2546) รายงานการใช Bacillus P11  ผสมในอาหารเลี้ยงกุงกุลาดํ าเปนระยะเวลา 
100 วนั พบวา กลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม Bacillus P11 มกีารเจริญเติบโตดีกวากุงกลุมควบคุม
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ(p<0.05) และสามารถพบเซลลแบคทีเรียรูปแทงคลาย Bacillus ที่
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บริเวณผนงัลํ าไสกุงในกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารผสม Bacillus P11 ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด และเมื่อเหนี่ยวนํ าใหกุงเกิดโรคดวย Vibrio harveyi 639 พบวา กุงในกลุมที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสม Bacillus P11 สามารถตานทานโรคไดดีกวากุงในกลุมควบคุม

3. แลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.1 ขอมลูทั่วไปและการจัดจํ าแนก

แลกตกิแอซดิแบคทเีรียเปนแบคทีเรียที่มีวิวัฒนาการมายาวนาน ทํ าใหมีการเปลี่ยนแปลง
สกลุและมสีกุลใหมเกิดขึ้นอยูตลอดเวลา(Sillanpaa, 2001) โดยทั่วไปมีรูปรางทอนและกลม มีการ
จดัเรยีงตัวทั้งแบบคู, ส่ี, กลุมหรือสายโซยาว  ตดิสแีกรมบวก  ไมเคลื่อนที่  ไมมีไซโทโครม   ไม
สรางสปอร คะตะเลสลบ ตองการอากาศเพียงเล็กนอยหรือบางชนิดไมตองการอากาศ ผลิตภัณฑ
หลกัทีไ่ดจากการหมักคือกรดแลกติก ตองการสารอาหารที่ซับซอน ตองการคารโบไฮเดรต กรดอะ
มโิน เปปไทด อนุพันธของกรดนิวคลีอิกและวิตามินตางๆ(Ringo et al., 1998) สามารถพบไดตาม
ธรรมชาตทิัว่ไป เชน เนื้อสัตวและผลิตภัณฑ ผักและผลไม นมและผลิตภัณฑ ในระบบทางเดิน
หายใจ ระบบทางเดินอาหาร รวมถึงสิ่งขับถายของมนุษยและสัตว(พงษเทพ, 2546)

แลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถแบงไดตามลักษณะการหมักไดเปน 2 กลุม(ฐิติพงศ, 
2538) คอื Homofermentative Lactic Acid Bacteria ไดแก แลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถ
หมกันํ ้าตาลกลโูคส หรือ นํ้ าตาลที่มีคารบอน 6 ตัว ใหกรดแลกติก 85-95 % สวนที่เหลืออาจนํ าไป
ใชเพื่อใหพลังงาน และ Heterofermentative Lactic Acid Bacteria ไดแก แลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ทีส่ามารถหมกันํ ้าตาลกลูโคส หรือ นํ้ าตาลที่มีคารบอน 6 ตัว ใหกรดแลกติกประมาณ 50 % สวนที่
เหลอืเปนกรดอะซิติกและเอทิลแอลกอฮอล 20-25 % และสรางคารบอนไดออกไซด 20-25 %

การจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถใชลักษณะทางกายภาพ สมบัติทางชีวเคมี 
ลกัษณะสณัฐานวิทยา องคประกอบของผนังเซลล กรดไขมันภายในเซลล G+C(โมล%)ในDNA 
รวมถงึระดับยอย คือ ระดับ rRNA ได(Christensen et al., 1999) และในปจจุบันมีการนํ าเทคนิค
ในระดบัโมเลกุลมาใชในการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยางกวางขวาง(Sillanpaa, 2001) มี
รายงานการจัดจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียไวแตกตางกัน ดังนี้

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

Sillanpaa(2001) รายงานเกี่ยวกับการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียไว 13 สกุล โดย 12 
สกลุแรกนั้นเหมือนกับที่ Axelsson(1998) ไดรายงานไว แตเพิ่ม Streptococcus sensu stricto 
ขึน้มาอีก 1 สกุล

3.2 แลกตกิแอซิดแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารปลา

แลกติกแอซิดแบคทีเรียเปนแบคทีเรียที่พบมากในระบบทางเดินอาหารของมนุษย สัตว
เลีย้งลูกดวยนม  และมรีายงานวาแบคทีเรียกลุมนี้มีสมบัติเปนโพรไบโอติก(Ouwehand et al., 
1999, Nikoskelainen et al., 2001) ในปลากเ็ชนเดียวกัน มีรายงานหลายฉบับรายงานเกี่ยวกับ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียวาเปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในระบบทางเดินอาหารของปลาและมี
สมบัตเิปนโพรไบโอติกดวย(Gildberg et al.,1995, Gildberg et al.,1998, Gatesoupe, 1999) 
แตแบคทเีรียในทางเดินอาหารปลาจะเปนแบคทีเรียที่เปลี่ยนแปลงไดงาย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสภาพแวด
ลอม  คุณภาพนํ้ าเลี้ยง และอาหาร

Hagi et al.(2004) รายงานความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงของแลกติกแอซิด
แบคทเีรียในฤดูกาลตางๆ ในลํ าไสของปลา 4 ชนิด ไดแก silver carp(Hypophthalmichthys 
molitrix), common carp(Cyprinus carpio), channel catfish(Ictalurus punctatus)และ
deepboied crucian carp(Carassius cuvieri) ทีเ่ลี้ยงใน Kasumigaura Lake ประเทศญี่ปุน พบ
วา สายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะโดดเดนแตกตางกันตามฤดูกาล กลาวคือ ในเดือน
กรกฎาคม 2001 ซึ่งอยู ในชวงฤดูรอน(อุณหภูมิของนํ้ าสูงกวา 20 องศาเซลเซียส) พบ 
Lactococcus lactis จ ํานวนมากในลํ าไสของปลาทุกชนิด และในเดือนธันวาคม 2001 ซึ่งอยูใน
ชวงฤดหูนาว(อุณหภูมิของนํ้ า 4-10 องศาเซลเซียส) พบ Lactococcus raffinolactis จํ านวนมาก
ในปลาทุกชนิด เมื่อทํ าการทดลองในชวงเวลาเดียวกันในปถัดมาก็ใหผลการทดลองเชนเดียวกัน  
สวนในฤดใูบไมผลิและใบไมรวง(อุณหภูมิของนํ้ าอยูระหวาง 13-17 องศาเซลเซียส) สายพันธุของ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียในลํ าไสของปลาจะเปลีย่นแปลงตลอดเวลา ทํ าใหไมมีสายพันธุใดโดดเดน
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3.3 สารยบัยั้งการเจริญที่ผลิตโดยแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.3.1 กรดอินทรีย
กรดอนิทรยีที่แลกติกแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นระหวางการเจริญ ทํ าใหคา pH ลดลงใน

ชวงแรกของการเจริญ มีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกลุมไมทนกรด เชน Bacillus sp., 
Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas sp. เปนตน กรดอินทรียมีผลยับยั้งกระบวน
การเมแทบอลิซึมที่จํ าเปนตอการดํ ารงชีพของจุลินทรีย โดยการเกิดปฏิกิริยากับเซลลหรือหนวง
เหนีย่วการเจริญของจุลินทรียนั้น(Fuller, 1989)

3.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
แลกติกแอซิดแบคทีเรียสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด(H2O2)ระหวางการเจริญได

โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงในเซลลที่มีอากาศโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดที่สรางจะถูกสะสมไวในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเจริญเนื่องจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ขาดเอนไซมคะตะเลส ทํ าใหไมสามารถคะตะไลสไฮโดรเจนเปอรออกไซดได ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดอยางกวางขวาง เชน Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas spp. เปนตน(Mayra and Bigret, 1993)

3.3.3 ไดอะซิทิล
ไดอะซิทิล(2,3-butanedione) เปนผลิตภัณฑตัวสุดทายที่สรางมาจากไพรูเวท เปนสารที่

มกีลิน่หอม สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งยีสตและแบคทีเรียแกรมลบ เชน Listeria monocytogenes, L. 
ivanoii, L. innocua, Salmonella Anatum, S. Typhimurium, Yersinia enterocolitica, 
Escherichia coli  และ Aeromonas hydrophila(Jay, 1982)

3.3 4 คารบอนไดออกไซด
กาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิตสวนใหญที่เกิดจากกระบวนการหมักนํ้ าตาลแบบ 

heterofermentation โดยแลกติกแอซิดแบคทเีรีย ซึ่งกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นจะไปแทนที่
กาซออกซเิจนในสภาวะแวดลอมรอบๆ ทํ าใหเกิดสภาวะ anaerobe ซึ่งไมเหมาะกับการเจริญของ
จลิุนทรยีทีต่องการใชออกซิเจน โดยเฉพาะในกลุมของเชื้อรา นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยัง
ทํ าใหคาความเปนกรด-ดางในเซลลและรอบๆเซลลลดลงมีผลทํ าใหเยื่อหุมเซลลถูกทํ าลาย(พงษ
เทพ, 2546)

3.3.5 อะซิทัลดีไฮด
เกิดขึ้นในระหว างกระบวนการเมแทบอลิซึมของคาร โบไฮเดรตแบบ  hetero

fermentative ของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในสภาวะที่ไมมีเอนไซม alcohol dehydrogenase ทํ า
ใหเกิดการสรางและขับอะซิทัลดีไฮดออกมาภายนอกเซลล โดยผลของอะซิทัลดีไฮดตอจุลินทรีย
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ชนดิตางๆนัน้ยงัไมมรีายงานการศึกษาวิจัยมากนัก เพียงแตมีรายงานวาอะซิทัลดีไฮดที่มีความเขม
ขนระหวาง 10-100 สวนในลานสวน สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคได(พงษ
เทพ, 2546)

3.3.6 แบคเทอริโอซิน
แบคเทอริโอซินจัดเปนสารตานจุลชีพ(Antimicrobial substance)(De Vuyst and 

Vandamme, 1994) มีโครงสรางเปนสายเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของแบคทเีรียที่มีความไวตอสารดังกลาวแตไมทํ าลายหรือเปนพิษตอเซลลที่ผลิต โดยแบคเทอริโอ
ซนิแตละชนดิจะมจีํ านวนและชนิดของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลที่แตกตางกัน ในบางครั้งอาจพบ
กรดอะมิโนที่ไมพบในโปรตีนทั่วไป เชน พบ dehydroalanine และ dehydrobutyrine ในไนซิน ซึ่ง
เปนแบคเทอริโอซินชนิดหนึ่ง นอกจากนี้แบคเทอริโอซินยังถูกทํ าลายไดดวยเอนไซมยอยสลาย
โปรตีน(proteolytic enzyme) โดยแบคเทอริโอซินจัดเปนสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มี
ความแตกตางจากสารปฏิชีวนะ ซึ่งสามารถสรุปความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสาร
ปฏิชวีนะไวในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ

ลักษณะและคุณสมบัติ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ
การนํ าไปใชงาน ทางอาหาร ทางการแพทย
กระบวนการสังเคราะห ผลิตจากไรโบโซม ผลิ ตผ  าน  s e c o n d a r y  

metabolite
ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ยั บ ยั้ ง
แบคทเีรียเปาหมายที่หลากหลาย

นอย มาก

การสรางระบบภูมิคุมกันตนเอง
ของเซลลผูผลิต

มี ไมมี

การตอตานของเซลลเปาหมาย ปรับสภาพองคประกอบของ
เยื่อหุมเซลล

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุ
กรรม

ปฏิกิริยาตอเซลลเปาหมาย ท ําใหเกิดรูที่เยื่อหุมเซลล ท ําลายเยื่อหุมเซลลหรือโครง
สรางภายในเซลล

ความเปนพิษของผลขางเคียง ยงัไมมีรายงาน มี
ที่มา : พงษเทพ, 2546
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3.4 กลไกการออกฤทธิ์ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย(คนึงนิจ, 2540)

3.4.1 เมือ่สัตวกินจุลินทรีย เชน แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกเขาไปแบคทีเรีย
นั้นจะแพรพันธุและเกาะผนังทางเดินอาหารเปนผลใหจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคเกาะผนังลํ าไสยาก
ขึ้น

3.4.2 แลกติกแอซิดแบคทีเรียจะสรางกรดอินทรียและไฮโรเจนเปอรออกไซด ซึ่งเปนผล
ใหคา pH ในระบบทางเดนิอาหารเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งผลดังกลาวไมเหมาะกับการยึดเกาะและเพิ่ม
จ ํานวนจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรค

3.4.3 การสรางเอนไซม แบคทีเรียบางชนิด เชน Lactobacilli   สรางแล็กเทสและอะไม
เลส ท ําใหไดรับเอนไซมมากขึ้นเปนผลทํ าใหการยอยอาหารเพิ่มมากขึ้น โดยมีการทํ างานแบบพึ่ง
พาอาศยักนั(symbiosis)ของเอนไซมในระบบทางเดินอาหารและกระบวนการยอยอาหาร

3.4.4 การสรางวติามนิบี จุลินทรียที่เปนโพรไบโอติกสามารถสรางวิตามินบีหลายชนิด
ในทางเดินอาหาร ทํ าใหการเจริญเติบโตของสัตวดีข้ึน   เนือ่งจากมสีวนเกี่ยวของกับการสังเคราะห
กรดอะมิโน การสรางโปรตีน และยังเกี่ยวของกับการทํ างานของประสาทสวนกลาง

3.4.5 การสรางสารตานจุลชีพ มผีูพบสารตานจุลชีพหลายชนิดจากสายพันธุที่แนนอน
ของ Lactobacilli และ Streptococci ดังนี้ Acidophilin, Lactocidin, Acidolin, Lactolin, Nisin 
and diplococcin

3.4.6 การเปลีย่นจุลินทรียในทางเดินอาหาร  โดยเสรมิจุลินทรียที่เปนประโยชนใหแก
สัตวตั้งแตแรกเกิดเพื่อปรับจุลินทรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหาร เปนการชวยควบคุมจุลินทรียกอ
โรค

3.4.7 การแขงขันเพื่อยับยั้งการออกฤทธิ์ ในป 1988 และป 1989 Stark และ Wilkinson 
ไดวิจัยการแขงขันการเกาะ การจับและการกอตัวในทางเดินอาหารของสุกรและไกของ 
Lactobacilli และแบคทเีรียทีท่ํ าใหเกิดโรค เพื่อครอบครองพื้นที่ทางเดินอาหาร พบวา Lactobacilli
จะแยงจับและกอตัวในทางเดินอาหารทํ าใหจุลินทรียที่ทํ าใหเกิดโรคไมสามารถเกาะหรือกอตัวใน
ทางเดินอาหาร หรือปองกันการเกาะตัวโดยตรงตอเซลลทางเดินอาหารยับยั้งการออกฤทธิ์ของ
แบคทเีรียที่ทํ าใหเกิดโรคทํ าใหสัตวมีสุขภาพดี

3.4.8 กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจํ าเพาะ (Non-specific immunomodulator) ในลูกสุกร
ทีใ่หกิน  Lactobacilli พบวา Lactobacilli จะท ําหนาที่เหมือนตัวกระตุนภูมิคุมกันโดยกระตุน
ภูมคิุมกนับางชนิดในทางเดินอาหาร



บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

อุปกรณสํ าคัญที่ใชในการศึกษา มีดังนี้

1. เครือ่งปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ(Refrigerated centrifuge) รุน Centrikon T-42K ของ
บริษัท Kontron  Instrument., Germany

2. เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ(Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 
Beckman, USA

3. เครือ่งวัดคาพีเอช(pH meter) HANNA instruments รุน HI 8424

4. เครือ่งผสมสาร(Vortex mixter) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 
Switzerland

5.   หมออบฆาเชื้อดวยไอนํ้ า(Autoclave) รุน HA-36 ของบริษัท Hirayama Manufacturing   
Corporation,   Japan

6. ตูบมเชื้อ(Incubator) รุน RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany

7. เครื่องเขยา(Shaker)

8. เครือ่งชั่งนํ้ าหนัก รุน A200S บริษัท Sartorius, Germany

9. ชดุเครือ่งมือทํ าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ของบริษัท Biorad, USA

10. เครือ่งสองเจลดวยแสงอัลตราไวโอเลต ของบริษัท Biorad, USA
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11. ชดุทดสอบความเปนดาง AQUA-VBC ของคณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย

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

เคมีภัณฑ

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

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

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

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

สารเคมสีํ าหรับการศึกษา Immunohistochemistry

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

2. นอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล

3. ไซลีน

4. ฟอรมัลดีไฮด

5. 0.15 โมลาร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.2

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

8. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 %(ปริมาตร/ปริมาตร)

9. อิโอซิน 0.02 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

10. ฮมีาทอกไซลีน

11. พาราพลาส พลัส พาราฟน

12. สารละลายเคลือบสไลดเจลาติน

13. Davidson’s fixative

14. โซเดียมไฮดรอกไซด

15. กรดไฮโดรคลอริก

16. เปอรเมาท

17. โมโนโคลและโพลีโคลตอ Aeromonas hydrophila เอือ้เฟอจากหองปฏิบัติการเทคโนโลยี
ชวีภาพสตัว ภายใตการดูแลของ รศ. ดร. ไพศาล สิทธิกรกุล ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร

สารเคมสีํ าหรับการหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA

1. โซเดียมคลอไรด 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

2. บฟัเฟอร TE

3. Tris-HCl

4. อะกาโรสเจล

5. บฟัเฟอร TBE

6. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด

7. สารละลาย dNTP
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วธิดํี าเนินการทดลอง

1. การคดัแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

น ําปลากะพงขาวที่จับไดจากธรรมชาติและจากฟารมเลี้ยงแหลงตางๆ เชน ตลาดสดสาม
ยาน  ตลาดสดมหาชยั กระชังเพาะเลี้ยงปลาในจังหวัดสมุทรสงคราม สมุทรสาคร  บอเลี้ยงใน
จงัหวดัสมทุรสาคร  สะพานปลาในจังหวัดตรัง ขนาด 3-5 กิโลกรัม มาตดัทางเดินอาหารโดยวิธี
ปลอดเชื้อ จากนั้นนํ าทางเดินอาหารมาผาออกเพื่อเปดทางเดินอาหาร ใสลงไปในอาหารเหลว 
MRS ทีม่ีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แลวนํ ามา
กระจายเชื้อในอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) และบรอมเครเซิล เพอ
เพลิ เปนอนิดเิคเตอร สังเกตโคโลนีที่มีสีเหลือง เลือกโคโลนีเหลานั้นมาขีดแยกบนอาหารแข็ง MRS 
ทีม่ีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ซํ้ า 3 ครัง้ เพื่อใหไดแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่บริสุทธิ์

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

2.1 การเตรยีมสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

นํ าแลกติกแอซิดแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่แยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด  2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํ ามาปน
เหวีย่งแยกเซลลดวยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นํ า
สวนใสทีไ่ดมาผานแผนกรอง (Millipore Membrane Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แบงสวนใสที่
ไดออกเปน 2 สวน สวนแรกนํ ามาใชไดทันทีโดยไมตองปรับ pH และนํ าสวนที่สองมาปรับ pH ให
ได 6.5 โดยใช 1.0 นอรมัล โซเดียมไฮดรอกไซด

2.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ

เชื้อทดสอบที่ใชในการทดลองนี้เปนแบคทีเรียในกลุม Vibrionaceae ไดแก Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila เพาะเลี้ยง
ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเร็ว 
200 รอบ/นาท ี เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนํ าแตละเชื้อมาปรับความขุนใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 
660 นาโนเมตร เทากับ 0.5 ใชสํ าลีพันปลายไม swab เชื้อบนอาหารแข็งทริปติกซอยที่มีโซเดียม
คลอไรด 2 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ใชที่เจาะวุนเบอร 4(เสนผานศูนยกลาง 9 มิลลิเมตร) เจาะลงบน
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วุนเพาะเชือ้จ ํานวน 4 หลุม/จานเลี้ยงเชื้อ โดยใหแตละหลุมหางกันพอสมควรหยดสวนใสที่ไดจาก
ขอ 2.1 หลมุละ 100 ไมโครลิตร นํ าจานเพาะเชื้อไปไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง 
แลวจงึน ําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง

3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

3.1 ลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (Cultural Characteristics)

ศกึษาลกัษณะและสีของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ า
หนกั/ปริมาตร) เมือ่บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

3.2 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological Characteristics)

ศกึษาการยอมสีแกรมดูการติดสี รูปราง ขนาด และการจัดเรียงตัว ดวยกลองจุลทรรศน

3.3 ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี (Physiological and biochemical
Characteristics)

ดังตอไปนี้
3.3.1 ความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส(ภาคผนวก ค. หมายเลข 2)
3.3.2 คณุสมบัติการเปนแลกติกแอซิดแบคทีเรียประเภท Homofermentative หรือ
Heterofermentative(ภาคผนวก ค. หมายเลข 3)
3.3.3 ความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรตบางชนิดโดยใชนํ้ าตาลทดสอบ(ภาค
ผนวก ค. หมายเลข 9)

3.4 ศกึษาการเจริญของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารที่มีเกลือระดับความ
เขมขนตางๆ

สงัเกตการเจริญของเชื้อโดยใชอาหารเหลว MRS ทีม่เีกลือ(NaCl)ความเขมขน 2, 4, 6, 8, 
10 และ 12 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)  pH 6.5-6.8 บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่ว
โมง โดยการติดตามดูความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอรจากสี
มวงเปนสีเหลือง(ภาคผนวก ค. หมายเลข 10)



26

3.5 ศกึษาการเจริญของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารที่มีเกลือนํ้ าดีระดับ
ความเขมขนตางๆ

สงัเกตการเจริญของเชื้อโดยใชอาหารเหลว MRS ทีม่เีกลือนํ้ าดีความเขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 
0.7, 1 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) pH 6.5-6.8 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดย
การติดตามดูความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอรจากสีมวงเปนสี
เหลอืง(ภาคผนวก ค. หมายเลข 11)

4. การเตรยีมอาหารผสมแบบเปยก(Moist Diet)สํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

4.1 วเิคราะหสวนประกอบแตละสวนของอาหารปลา

หาระดบัโปรตนีและไขมันในสวนประกอบตางๆ ไดแก ปลาปน, แปงสาลี, กากถั่วเหลือง, 
กลูเตน (Wheat gluten), เปลือกกุงปน จากนั้นทํ าการคํ านวณเพื่อใหไดระดับโปรตีนและไขมันตาม
สตูรอาหารที่ตองการ(Boonyaratpalin, 1997)

4.2 ผสมสวนประกอบตางๆใหเขากันดวยเครื่องผสม

ผสมปลาเปดบด, ปลาปน, เปลือกกุงปน, กากถั่วเหลือง ใหเขากัน แลวนํ าแปงสาลีและกลู
เตนทีล่ะลายในนํ ้าอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส มาผสมใหเขากันอีกครั้ง รอใหเย็น จากนั้นเติมนํ้ า
มนัทนูา, นํ ้ามนัพืช, วิตามินรวม, แรธาตุรวม, วิตามินซี (Ascorbic acid) และนํ้ า นํ าเขาเครื่องผสม

4.3 อัดอาหารปลาดวยเครื่องอัดอาหารผสมแบบเปยก

นํ าอาหารที่ไดจากขอ 4.2 เขาเครื่องบดเนื้อที่มีรูหนาแวนขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 
มลิลิเมตร จะไดอาหารผสมแบบเปยก เก็บอาหารที่ได ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยาง
ไปวเิคราะหหาระดับความชื้น, โปรตีน, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการ
วเิคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
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5. การหาคาความเขมขนของเชื้อทดสอบทีท่ ําใหปลากะพงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต
( Median Lethal concentration; LC50 ) ตามวิธีของสมบัติ, 2542

5.1 การเตรียมเชื้อทดสอบ

เลี้ยง A. hydrophila ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย ที่มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ า
หนกั/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง หาจํ านวน A.  hydrophila  
ใน 1 มลิลิลิตร  ดวยวิธี Total plate count โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % 
(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) เพื่อใชคํ านวณจํ านวนเซลลที่ตองการในนํ้ าเลี้ยงปลา

5.2 ทดสอบหาความเขมขนที่ทํ าใหปลาตาย 50 %

แบงปลากะพงขาวอาย ุ 30 วัน จ ํานวน 360 ตัว ใสตูกระจกที่บรรจุนํ้ า 20 ลิตร ความเค็ม 
20 สวนในพนัสวน ใหอากาศตลอดเวลา เลี้ยงตูละ 30 ตัว จํ านวน 12 ตู แยกเปน 4 กลุมทดลอง 
กลุมละ 3 ซํ้ า เติม A. hydrophila ทีเ่ตรยีมไดจากขอ 5.1 ลงในนํ้ าเลี้ยงปลาปรับใหมีความเขมขน
ตางกนั 3 ระดับใน 3 กลุมทดลอง และอีก 1 กลุม เปนกลุมควบคุมไมมีการเติม A. hydrophila
เกบ็ตวัอยางนํ้ าจากทุกตูหลังเติม A. hydrophila เพือ่หาจํ านวน A. hydrophila ทีแ่นนอนในนํ้ า 
ดวยวิธี Total plate count  โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ทีม่โีซเดียมคลอไรด 2 %(นํ้ าหนัก/
ปริมาตร)

ตลอดการทดลองปลาทุกกลุมการทดลองจะไดรับอาหารที่เตรียมไดจากขอ 4 วันละ 2 คร้ัง 
บนัทกึจ ํานวนปลาทีต่ายในแตละกลุม ที่เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง นํ าขอมูลไปคํ านวณ
หา LD50 โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร โพรบิทอะนาลิซิส(probit analysis)

5.3 ตรวจหา Aeromonas hydrophila ในปลาที่ตาย

น ําปลาทีต่ายมาลางดวยนํ้ าเกลือปลอดเชื้อ 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) (NSS 0.85 %)  ตี
ปนดวยเครื่อง Stomacher ในอัตราสวนปลาตอ NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) เทากับ 1:9 ทํ า
การเจอืจางลํ าดับสวน (10-fold dilution) และใชวิธี plate count โดยใชอาหารแข็งทริปติกซอย ที่
มีโซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร)
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6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงในตู
กระจก

6.1 เตรียมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดมาเพาะในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด 2 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง นํ าไปปนเหวี่ยงที่
ความเรว็ 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

6.2 ผสมเซลลแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากะพงขาว

ผสมเซลลสดที่เตรียมไดจากขอ 6.1 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวใหไดปริมาณเซลล
ประมาณ 107 เซลล/กรัมอาหาร

6.3 ตรวจนบัปริมาณเซลลที่มีชีวิตในอาหารปลากะพงขาว(จากขอ 6.2)

น ําอาหารเลีย้งปลากะพงขาว 1 กรัม มาแขวนลอยใน NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) 
ปริมาตร 9 มลิลิลิตร เจือจางตามลํ าดับนํ าคาการเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร มากระจายเชื้อ
บนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % (นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง ตรวจนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เกบ็อาหารทีไ่ด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยางไปวิเคราะหหาระดับความชื้น, 
โปรตนี, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตว
บาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร

7. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วนั ในตูกระจก

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 30 วัน ในตูกระจกที่บรรจุนํ้ า 20 ลิตร ความเค็ม 20 สวนในพัน
สวน ใหอากาศตลอดเวลา เลี้ยงตูละ 20 ตัว ปรับสภาพปลากอนการทดลอง 1 สัปดาห การทดลอง
แบงเปน 6 กลุมทดลอง กลุมละ 2 ซํ้ า ไดแก กลุมควบคุม เลี้ยงปลากะพงขาวโดยใหอาหารที่ไมมี
การผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย และ กลุมทดลองที ่ 1-5 เลี้ยงปลากะพงขาวโดยใหอาหารที่ผสม
ดวยแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกได โดยทุกกลุมเลี้ยงดวยอาหารที่ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร ทกุกลุมทดลองใหอาหารวันละ 2 คร้ัง   โดยใหอาหารครั้งละ 
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10 %(นํ ้าหนกัอาหารแหง/นํ้ าหนักปลา) ทํ าการบันทึกผลการทดลองทุก 15 วัน โดยติดตามนํ้ า
หนกั, ความยาวของปลา, แบคทีเรียและคุณภาพนํ้ าในนํ้ าเลี้ยงปลา เปรียบเทียบนํ้ าหนักและความ
ยาวของปลากะพงขาวทุกกลุมทดลอง วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช ANOVA และ Duncan’s 
multiple range test

8. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  

เลี้ยงแบคทีเรียกอโรค A. hydrophila ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  2 % 
(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง นํ ามาทดสอบความ
ตานทานตอการเกิดโรคโดยวิธีแช(Immersion challenge) ใช A. hydrophila ความเขมขน 107

เซลล/มลิลิลิตร เติมลงในตูเลี้ยงปลาทั้งกลุมควบคุมและกลุมทดลอง โดยปลาที่ใชทดสอบไดจาก
การรวบรวมปลาที่รอดชีวิตจาการเลี้ยงในขอ 7 ทดสอบเปนระยะเวลา 7 วัน ติดตามจํ านวนปลาที่
รอดชีวิตวนัละ 1 ครัง้, แบคทีเรียในนํ้ าและในทางเดินอาหาร, อาการของปลาและยืนยันวาปลาติด
เชื้อ A. hydrophila ดวยวิธี plate count(เชนเดียวกับขอ 5.2)

9. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงใน
กระชัง

9.1 เตรียมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดมาเพาะในอาหารเหลว MRS ที่มี
โซเดียมคลอไรด  0.4 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง เพือ่ใชเปนหัวเชื้อในการขยายขนาดการเลี้ยงแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS ที่
มีโซเดียมคลอไรด 0.4 %(นํ ้าหนกั/ปริมาตร) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง น ําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที

9.2 ผสมเซลลแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากะพงขาว

ผสมเซลลสดที่เตรียมไดจากขอ 9.1 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวใหไดปริมาณเซลล
ประมาณ 105, 107 เซลล/กรัมอาหาร
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9.3 ตรวจนบัปรมิาณเซลลที่มีชีวิตในอาหารปลากะพงขาว(จากขอ 9.2)

น ําอาหารเลีย้งปลากะพงขาว 1 กรัม มาแขวนลอยใน NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) 
ปริมาตร 9 มลิลิลิตร เจือจางตามลํ าดับนํ าคาการเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร มากระจายเชื้อ
บนอาหารแข็ง MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด  0.4 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที ่37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง ตรวจนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เกบ็อาหารทีไ่ด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สงตัวอยางไปวิเคราะหหาระดับความชื้น, 
โปรตนี, ไขมัน, เถา, ใยเยื่อและคารโบไฮเดรต ที่ฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตว ภาควิชาสัตว
บาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร

10. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชัง

10.1 สถานที่เลี้ยง

เลีย้งในบอเนือ้ที่ประมาณ 1 ไร ที่ตํ าบล บึงบอน อํ าเภอ หนองเสือ จังหวัด ปทุมธานี ความ
เคม็ของนํ ้าในบอ 4 สวนในพันสวน โดยใชอวนไนลอนสีฟาขนาดตา 1 มิลลิเมตร  ขนาด 1.5 x 1.5
x 1.0 เมตร สูงจากกนบอ 0.5 เมตร  ทั้งหมด 18 กระชัง

10.2 การเลี้ยงปลาในกระชัง

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน กระชงัละ 60 ตัว ปรับสภาพปลากอนการทดลอง 1 
สปัดาห การทดลองแบงเปน 3 กลุมทดลอง กลุมละ 6 ซํ้ า ไดแก กลุมควบคุม เลี้ยงปลากะพงขาว
ดวยอาหารทีไ่มผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย กลุมทดลองที่ 1 เลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่ผสม
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย 105 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/5) และกลุมทดลองที่ 2 เลี้ยงปลากะพงขาวที่
ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 107 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/7) ทุกกลุมทดลองใหอาหารวันละ 2 
ครัง้ โดยใหอาหารครั้งละ 10 %(นํ ้าหนกัอาหารแหง/นํ้ าหนักปลา) ทํ าการบันทึกผลการทดลองทุก 
15 วนั โดยตดิตามนํ ้าหนัก, ความยาวของปลา, แบคทีเรียและคุณภาพนํ้ าในนํ้ าเลี้ยงปลา เปรียบ
เทียบนํ้ าหนักและความยาวของปลากะพงขาวทุกกลุ มทดลอง วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช 
ANOVA และ Duncan’s multiple range test
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11. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  

เลี้ยงแบคทีเรียกอโรค A. hydrophila  ในอาหารเหลวทริปติกซอยที่มีโซเดียมคลอไรด  
0.4 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บนเครื่องเขยา ความเรว็ 200 รอบ/นาที นาน 18 ชั่วโมง เหวี่ยงแยกเซลล
ทีค่วามเร็ว 8,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   นาน 15 นาทีแลวลางเซลลดวย NSS 
0.85 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) นํ ามาทดสอบความตานทานตอการเกิดโรคโดยวิธีฉีดเขาชองทอง 
(Intraperitoneal injection challenge) ใช A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร โดย
ปลาทีใ่ชทดสอบไดจากการรวบรวมปลาที่รอดชีวิตจาการเลี้ยงในขอ 10 ทดสอบเปนระยะเวลา 7 
วนั ติดตามจ ํานวนปลาที่รอดชีวิตวนัละ 1 ครัง้, แบคทีเรียในนํ้ าและในทางเดินอาหาร, อาการของ
ปลาและยืนยันวาปลาติดเชื้อ A. hydrophila ดวยเทคนิค Immunohistochemistry

12. การตรวจดแูบคทเีรียในทางเดินอาหารปลากะพงขาว โดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)

เมือ่เลีย้งปลากะพงขาวในกระชัง ครบ 60 วันแลว เก็บตัวอยางปลาทั้ง 3 กลุมทดลอง คือ 
กลุมควบคุม  กลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7 มาสองดูแบคทีเรียในทางเดินอาหารเพื่อตรวจหา 
LAB-4 โดยสงตรวจทีศ่นูยเครื่องมือวิทยาศาสตรแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิธีเตรียมตัวอยาง
เพือ่ศึกษาดวย SEM มีดังนี้

12.1 การเกบ็ตัวอยางและการรักษาตัวอยาง

นํ าตัวอยางมาลางในนํ้ าเกลือหรือบัฟเฟอรปลอดเชื้อ ดองตัวอยางในนํ้ ายาประเภทอัลดี
ไฮด หรอื Primary fixation ชนิดอื่น หลังการดองลางดวยนํ้ ายาบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ใชเปนตัวทํ า
ละลายใน fixation ทํ าการดองในนํ้ ายาออสเมี่ยม (post fixation)

12.2 การขจัดนํ้ าออก (dehydration) และการทํ าใหแหง (drying)

ขจดันํ ้าออกโดยใชเอทิลแอลกอฮอลหรืออะซิโตน จากความเขมขนขั้นตํ่ า(30 %) ไปจนถึง
ความเขมขนสูง(100 %) และท ําใหแหงในอากาศธรรมดาหรือวิธี critical point drying(CPD) วาง
แผนตวัอยาง บนแผนวางตัวอยาง (specimen stub)
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12.3 การฉาบผิวดวยโลหะหนัก (metal coating)

น ําตวัอยางที่แหงแลววางลง stub ใชกาวเชือ่มผิวลางของตัวอยางใหติดบน stub กาวที่ใช
จะเปนโลหะผสม หรือสารที่เปนตัวนํ าไฟฟา(conductive agent) เชน ผงถาน เรียกวา carbon 
colloidal adhesive การตดิตวัอยางบน stub นี้ เรียกวา mounting หลังจากนั้นนํ าตัวอยางไปฉาบ
ผวิดวยโมเลกลุของโลหะหนัก(metal coating) เชน ทองผสมพาลาเดียม ใน vacuum evaporator 
หรือ sputtering unit

12.4 การใชกลอง scanning electron microscope(SEM)

12.4.1 เปดระบบไฟฟาและเปดสวิทซระบบสูญญากาศใหไดสูญญากาศที่เหมาะสม
12.4.2 ตรวจสอบสภาพเครื่อง โดยใชตัวอยางเพื่อตรวจสอบคุณภาพ(control sample) 
วางบน stage ภายใน specimen chamber
12.4.3 เลอืก high voltage ที่เหมาะสมหลังจากไดทํ าใหมีสูญญากาศที่เหมาะสม แลว
ท ําใหเกิด electron beam
12.4.4 ทีก่ ําลงัขยาย 1,000-2,000 เทา เร่ิมทํ าการปรับลํ าแสง electron และ aperture 
ใหมแีนวเดียวกัน ขั้นตอนนี้เรียกวา beam alignment
12.4.5 แกไข astigmatism ที่กํ าลังขยายสูง( ประมาณ 80,000-100,000 เทา) จนภาพ
คมชัด
12.4.6 ปด electron beam และ high voltage
12.4.7 เปลีย่นตัวอยางเพื่อตรวจสอบ
12.4.8 เปด high voltage และ electron beam
12.4.9 ตรวจสอบตัวอยางตามกํ าลังขยายที่ตองการ
12.4.10 เลอืกบริเวณตัวอยางที่ตองการศึกษาและถายภาพ
12.4.11 เพิม่ก ําลงัขยายของภาพที่บริเวณนั้นและทํ าการ focus ใหภาพคมชัด
12.4.12 ลดก ําลงัขยายลงตามตองการเพื่อถายภาพ
12.4.13 เมือ่เสร็จภาระกิจแลว ลดกํ าลังขยายของกลอง(1,000 เทา) ปด electron 
beam และ high voltage ปดสวิทซเครื่องเมื่อเสร็จการใชงาน
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13. วิการของปลาที่ไดรับ Aeromonas hydrophila และการตรวจเนื้อเยื่อดวย 
Immunohistochemistry

สังเกตลักษณะภายนอกและอวัยวะภายในของปลาที่ไดรับเชื้อและตรวจเนื้อเยื่อดวย 
Immunohistochemistry โดยมีข้ันตอนตางๆ ดังนี้

13.1. การเตรียมเนื้อเยื่อทาง histology

13.1.1 น ําตวัอยางปลาและอวัยวะภายใน มาแชในนํ้ ายา Davidson’s fixative เปน
เวลา  24 ชัว่โมง
13.1.2 น ํามาลางโดยใหนํ้ าประปาไหลผานเปนเวลา 3 ชั่วโมง เพื่อลางใหนํ้ ายาออก
13.1.3ขั้นตอนการดึงนํ้ าออกจากเนื้อเยื่อ (dehydrate) ดวยแอลกอฮอลลเปอรเซ็นต
ตางๆกัน
แชในเอทิลแอลกอฮอลล 70 % เปนเวลา 3 ชั่วโมง แชในเอทิลแอลกอฮอลล 90 % เปน

เวลา  3 ชัว่โมง แชในเอทิลแอลกอฮอลล 95 % จ ํานวน 2 คร้ัง เปนเวลา 2 ชั่วโมง นํ าออกไปแชใน
เอทิลแอลกอฮอลล 95 % ทีผ่สมกบันอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลลปริมาณ 1:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง แช
กบันอรมลับิวทิลแอลกอฮอลล เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลลที่ผสมกับไซลีน 
ปริมาณ 1:1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง

13.1.4 ขัน้ตอนนํ าสารใหมเขามาแทนที่(clearing)
แชไซลนี จํ านวน 2 คร้ัง คร้ังละ 1 ชั่วโมง
13.1.5  ขัน้ตอนการแชใหแข็งตัว(impregnation) ในพาราพลาสต
แชในไซลีนที่ผสมกับพาราพลาสตหลอมเหลวปริมาณ 1:1 เก็บในตูอบอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที แชในพาราพลาสตหลอมเหลว จํ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 45  นาที
13.1.6  ขัน้ตอนการฝงพาราพลาสต(embedding)
น ําอวยัวะในแตละสวนของปลา จัดเรียงในกนพิมพสี่เหลี่ยม จัดใหอวัยวะอยูตรงกลาง 

จากนัน้เทพาราพลาสตหลอมเหลวลงไปใหเต็มพิมพ ปดดวยกรอบพลาสติกดานบน ที่ตองนํ าไปใช
ในการตดัเนื้อเยื่อดวยเครื่องไมโครโตม รอจน แข็งตัวจึงแกะพิมพออก

13.1.7 ขัน้ตอนการตัดเนื้อเยื่อ(sectioning)
ตัดเนื้อเยื่อจากอวัยวะที่ฝงในพาราพลาสตดวยเครื่องไมโครโตมแบบใชมือหมุน(rotary 

microtome) ใหแตละชิ้นมีความหนา 0.8 ไมครอน เรียงตอกัน นํ าแผนเนื้อเยื่อที่ไดมาติดบนสไลด
แกวทีผ่านการเคลือบดวยสารละลายเจลาติน โดยหยดนํ้ ากลั่นสะอาดลงบนสไลด 1 แผน ใหพอดี
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กบัขนาดเนือ้เยือ่ 3 ชิน้ จากนั้นนํ าเนื้อเยื่อลงวางบนหยดนํ้ า แลวนํ าไปวางบนแทนอุนสไลดที่ตั้ง
อุณหภมูไิว 50 องศาเซลเซียสเพื่อใหเนื้อเยื่อแผขยายจนตึงเรียบ จากนั้นดูดนํ้ าออกซับใหแหง จะ
ไดเนือ้เยื่อที่ติดตรึงบนสไลด แลวนํ าไปอบในตูอบ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง

13.2 กระบวนการยอมโดยวิธี Indirect peroxidase immunohistochemistry

13.2.1 ขัน้ตอนการเอาพาราพลาสตออก(deparaffination)
น ําสไลดที่ไดจากขั้นตอนขางตน วางบนตะกรา(slide basket) แชในไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 

10,5 และ 5 นาที
13.2.2 ขัน้ตอนการดึงนํ้ าเขาสูเนื้อเยื่อ(hydration) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ
แชในไซลนีที่ผสมนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล ปริมาณ 1:1 เปนเวลา 5 นาที นอรมัลบิวทิล

แอลกอฮอล เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 95 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 90 % 
เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 80 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 70 % เปนเวลา 5 
นาท ีนํ ้ากลัน่ เปนเวลา 5 นาที สารละลายฟอรมาลิน ความเขมขน 10 % เปนเวลา 10 นาที ลาง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จํ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที

13.2.3 ขัน้ตอนการใสแอนติบอดีที่ 1
นํ าสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใชปมสูญญากาศ หยด

สารละลาย P1
+ คลมุแตละเนื้อเยื่อดวยไมโครปเปต บมเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อปอง

กันการจับกันของโปรตีนแบบไมจํ าเพาะโดยวางสไลดในกลองที่ปดฝาภายในบุดวยกระดาษทิชชูที่
เปยกชืน้เพื่อรักษาความชื้นตลอดเวลา ดูดสารละลาย P1

+ ในแตละเนื้อเยื่อออก ยกเวนเนื้อเยื่อที่ 2 
ใหเปนเนื้อเยื่อควบคุม หยดแอนติบอดีที่ 1 ใหคลุมเนื้อเยื่อที่ 1 และ 3 โดยแอนติบอดีที่ใชมี 2 ชนิด 
ไดแก โมโนโคลนอลแอนติบอดี และโพลีโคลนอลแอนติบอดี โดยแอนติบอดีทั้งสองชนิดเจือจาง
ดวยสารละลาย P1

+ ปริมาณ 1:5 เกบ็ในกลองปองกันความชื้น นํ าไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชัว่โมง หรือ ที่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง

13.2.4 ขัน้ตอนการใสแอนติบอดีที่ 2
ลางแอนตบิอดีที่ 1 ออกจากเนื้อเยื่อดวยนํ้ ากลั่นอยางรวดเร็ว แชสารละลายฟอสเฟตบัฟ

เฟอร จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นํ าสไลดแตละแผนมาดูดของเหลวสวนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อ
โดยใชปมสูญญากาศ หยดแอนติบอดีที่ 2 ไดแก Goat antimouse IgG heavy และ light chain 
horseradish peroxidase conjugate(GAM-HRP) ทีเ่จอืจางในสารละลาย P1

+ ปริมาณ 1:1000 
ในทกุเนือ้เยือ่เกบ็ในกลองปองกันความชื้น นํ าไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หรือ 
ที ่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง
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13.2.5 ขัน้ตอนในการใสซับสเตรท
ลางแอนตบิอดีที่ 2 ออกจากเนื้อเยื่อดวยนํ้ ากลั่นอยางรวดเร็ว แชสารละลายฟอสเฟตบัฟ

เฟอร จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นํ าเนื้อเยื่อแตละสไลดมาทํ าปฏิกิริยากับ 3,3’ ไดอะมิโนเบนซิ
ดีนเตตระไฮโดรคลอไรด(DAB) 0.03 % ปริมาณ 15 มิลลิกรัม    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
0.006 % ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ที่ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 50 มิลลิลิตร เปนเวลา 
5 นาท ี ถงึขัน้นีเ้มืส่งัเกตจากกลองจุลทรรศนบริเวณที่ใหผลบวกจะสามารถเห็นเปนสีนํ้ าตาล ลาง
เนือ้เยือ่ดวยนํ้ ากลั่น 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

13.2.6 ขัน้ตอนการยอมสีฮีมาทอกไซลีน(hematoxylin)
น ําเนือ้เยื่อ 3 แผนแรก หรือ 1 ชุด มายอมสีฮีมาทอกไซลีน และอกี 1 ชุด ยอมสีอิโอซิน

เพยีงอยางเดียว น ําเนื้อเยื่อชุดแรกมายอมสฮีมีาทอกไซลีน เปนเวลา 10 นาที แชเนื้อเยื่อในสาร
ละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.05 % เพือ่ลางสสีวนเกินออกอยางรวดเร็ว แชเนื้อเยื่อใน
นํ ้ากลัน่ เปนเวลา 1 นาที แชเนื้อเยื่อในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 % ให
เนือ้เยือ่ทีไ่ดเปนสีนํ้ าเงินจาง แชเนื้อเยื่อในนํ้ ากลั่น เปนเวลา 1 นาที

13.2.7 ขัน้ตอนการดึงนํ้ าออกจากเนื้อเยื่อ(dehydrate) ดวยแอลกอฮอลเปอรเซ็นตตางๆ
แชในเอทิลแอลกอฮอล 70 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 80 % เปนเวลา 5 

นาที เอทิลแอลกอฮอล 90 % เปนเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอฮอล 95 % เปนเวลา 5 นาที ยอมสีทับ 
(counterstain) ในเนื้อเยื่อดวยสีอิโอซิน 0.02 % ในเอทิลแอลกอฮอล 95 % ลางสสีวนเกินออกดวย
เอทิลแอลกอฮอล 95 % จากนัน้แชในนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอล เปนเวลา 5 นาที นอรมัลบิวทิล
แอลกอฮอลที่ผสมกับไซลีน ปริมาณ 1: 1 เปนเวลา 5 นาที  ไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที

13.3 การทํ าสไลดถาวร

ผนกึสไลดโดยหยดเปอรเมาท ประมาณ 3 หยดบนสไลด นํ ากระจกสไลดมาปดโดยแตะ
ขอบดานหนึง่เอยีงท ํามุม 45 องศา แลวคอยๆวางลงโดยไมใหมีฟองอากาศ จากนั้นจึงนํ าสไลด
เนือ้เยือ่ทีไ่ดมาทํ าการตรวจหาตํ าแหนงการติด A. hydrophila ดวยกลองจุลทรรศน สังเกตการติด
สนีํ ้าตาลจากปฏิกิริยาของเอนไซมเปอรออกซิเดสในบริเวณตางๆของเนื้อเยื่อปลา
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14. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย      โดยวิธี
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)(Lefebvre et al., 2002 และ Staniforth 
et al., 1999)

14.1 การเตรยีมสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

น ําแลกตกิแอซิดแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.4 % 
(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) บมที่ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง น ํามาปนเหวี่ยงแยกเซลลดวย
ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที นํ าสวนใสที่ไดมาผาน
แผนกรอง (Millipore Membrane Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

14.2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดแลกติกความเขมขนตางๆ

เตรยีมสารละลายกรดแลกติกความเขมขน 1.0 มลิลิโมลาร จากนั้นทํ าการเจือจางลํ าดับ
สวนใหมคีวามเขมขนของกรดแลกติกเทากับ 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 มลิลิโมลาร ตามลํ าดับ และใช
อาหารเหลว MRS เปนสารมาตรฐานที่ไมมีกรดแลกติก

14.3 สภาวะที่ใช

โครมาโทกราฟที่ใชวิเคราะหเปนของบริษัท Shimadzu ประเทศญี่ปุน ตัวฉีด(injector) รุน 
Shimadzu CTO-2A  ปม(pump)วเิคราะหของเหลว รุน Shimadzu LC-3A  ตวัตรวจวัดดวยแสง
อัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร(210 nm UV Detector) รุน LDC analytical 
Spectro Monitor4100 คอลัมนที่ใชเปนแบบ reversed phase MERCK 50942 
LiChroCARTC8 125-4 ความยาว 12.5 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางภายใน 4 มิลลิเมตร 
ขนาดอนุภาค(particle size) 5 ไมครอน ตวัวเิคราะหขอมูล รุน Shimadzu C-R1A chromatopac 
ตวัชะ(mobile phase) ทีใ่ช คือ กรดฟอสโฟริก(H3PO4) pH 2.38 อัตราการไหล(flow-rate) 0.6 
มลิลิลิตร/นาที และปรมิาตรที่ฉีด 50 ไมโครลิตร
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15. การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA) 
ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย(Heilig et al.,2002; Kabadjova et al.,2002; Temmerman et 
al.,2004)

15.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เขีย่โคโลนเีดี่ยวของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร  แลวนํ าไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ถายเชื้อลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ  
หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร นํ าไปเหวี่ยงดวยความเร็ว 4,000 g นาน 2 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง ลาง
ตะกอนดวย NSS 0.85 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) น ําไปเหวีย่งที่สภาวะเดิมอีกครั้ง จากนั้นละลาย
ตะกอนดวย TE buffer (1.0 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH=8.0) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํ าไป
ตมในนํ ้าเดอืด นาน 15 นาที นํ าสารละลายที่ไดมาทํ าการเจือจางดวย Tris-HCl (10 mM, pH=8) 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตามวธิีของ Araujo et al.,2004

15.2 การตรวจหาจีโนมิกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ทีห่ลอมในกรดอะซิติก เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer (1.0 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl; 10 mM Boric acid, pH=8.0  ) ใหทวมเหนือผิวหนา
ของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม นํ ามาหยดลงในชองวิ่ง โดยใชความเขมขน
ของจโีนมกิดเีอน็เอที่แตกตางกันในแตละชองวิ่ง นํ าเขาเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซีส หลังจากแยกจนสี
ตดิตามเคลือ่นที่ลงมาเกือบถึงขอบลางเจล ปดเครื่องแลวนํ าอะกาโรสเจลไปยอมดวยสารละลายเอ
ทเิดียมโบรไมดเขมขน   10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที  ตรวจดูแถบสีดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลต

15.3 การเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อ
หาอตัราการเจือจางที่เหมาะสมของดีเอ็นเอ

ท ําการผสมสวนประกอบตางๆ ในหลอด Master mix ดังนี้
1. นํ ้ากลั่น                                                                            46.0                ไมโครลิตร
2. 10X PCR buffer                                                              10.0                 ไมโครลิตร
3. สารละลาย dNTP                                                           100.0             ไมโครโมลาร
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4. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2)                               2.0             ไมโครโมลาร
5. Forward primer 10F 5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’          0.2             ไมโครโมลาร
6. Reverse primer 1540R 5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 0.2             ไมโครโมลาร
7. Taq DNA polymerase                                                       1.0                      หนวย
8. DNA (ไมเจือจาง, เจอืจาง 10, 100, 1000 เทา)                     2.0                ไมโครลิตร

ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดละ 25 ไมโครลิตร นํ าเขาเครื่อง 
PCR Thermohybaid PxE 0.2 สภาวะที่ใช ดังนี้

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

ท ําการเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอทั้งหมด  35  รอบ

15.4 การแยกดเีอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 %(นํ ้านกั/ปริมาตร) ทีห่ลอมใน TBE buffer เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer ใหทวมเหนอืผิวหนาของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม หยดลงในชอง
วิง่ โดยใชความเขมขนของดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแตละชองวิ่ง นํ าเขาเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซีส หลัง
จากแยกจนสตีดิตามเคลื่อนที่ลงมาเกือบถึงขอบลางเจล ปดเครื่องแลวนํ าอะกาโรสเจลไปยอมดวย
สารละลายเอทิเดียมโบรไมดและตรวจดูแถบสีดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต

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

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

ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดละ 25 ไมโครลิตร นํ าเขาเครื่อง 
PCR Thermohybaid PxE 0.2 สภาวะที่ใช ดังนี้

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

ท ําการเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอทั้งหมด  35  รอบ

15.6 การแยกดเีอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส

เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.5 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) ทีห่ลอมใน TBE buffer เทลงในแม
พมิพซึ่งมีหวีเสียบอยู ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร เท TBE 
buffer ใหทวมเหนอืผิวหนาของอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม นํ ามาหยดลงใน 
5 ชองวิง่ เพือ่ใหไดดีเอ็นเอปริมาณมากพอที่จะนํ าไปหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็น
เอ โดยแบง 4 ชองวิ่งไวไมตองนํ าไปยอมสารละลายเอทิเดียมโบรไมดและตรวจแถบสีดวยแสง
อัลตราไวโอเลตเพื่อไมใหดีเอ็เอถูกทํ าลาย สวนอีก 1 ชองวิ่งและดีเอ็นเอมาตรฐานใหนํ าไปยอมเอทิ
เดียมโบรไมดและตรวจหาแถบสีดวยแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อเปนตัวเปรียบเทียบกับตํ าแหนงของดี
เอ็นเอของ 4 ชองวิง่ทีไ่มไดทํ าการยอม จากนั้นตัดเจลบริเวณเดียวกับที่เกิดแถบสีบน 1 ชองวิ่งที่ถูก
ยอมและบนดีเอ็นเอมาตรฐาน

 15.7 การแยกดเีอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุดแยกดีเอ็นเอสํ าเร็จรูป QIA
quickGel extraction kit

น ําอะกาโรสเจลที่ตัดไดในขอ 15.6 มาท ําการแยกดีเอ็นเอ ตามขั้นตอน ดังนี้
15.7.1 ชัง่นํ ้าหนักอะกาโรสเจล
15.7.2 เตมิ QG buffer ปริมาตร 3 เทาของนํ้ าหนักอะกาโรสเจล
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15.7.3 บมในอางนํ้ าอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที หรือจนอะกาโรสเจล
ละลายหมด เขยาทุก 2-3 นาที
15.7.4 ปเปตสารละลายดีเอ็นเอ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  ลงใน QIAquick column 
เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.5 ปเปต QG buffer ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน QIAquick column เหวีย่งดวย
ความเร็ว13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.6 ปเปต PE buffer ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงใน QIAquick column เหวีย่งดวย
ความเรว็ 13,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที
15.7.7 เททิง้และเหวี่ยงอีกครั้ง
15.7.8 ยาย QIA column มาไวในหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม
15.7.9 ชะดเีอ็นเอดวย EB buffer ปริมาตร 15 ไมโครลิตร โดยใหปเปตลงตรงกลางเยื่
เลือกผาน ตัง้ไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที  นาน 1 
นาท ีไดสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการ

15.8 การหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ

หาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ทีเ่ตรียมไดจากขอ 15.7 โดยใช
บริการจากหนวยบรกิารชีวภาพ(BIOSERVICE UNIT, BSU) สํ านักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาติ(สวทช.) ในการหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของแลกติกแอซิดแบคทีเรียโดยใชโอลิโก
นวิคลีโอไทดไพรเมอร forward และ reverse ดังแสดงในตารางที่ 2 เพื่ออานลํ าดับนิวคลีโอไทด
ของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอจนครบ 1,500 นิวคลีโอไทด

รวบรวมขอมูลและวิเคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม Bioedit และนํ าไป
เปรียบเทยีบกับขอมูลลํ าดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวใน Gen Bank โดยโปรแกรม Blast
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ตารางที่ 2 นวิคลโีอไทดไพรเมอรที่ใชสํ าหรับหาลํ าดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ
                 ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย   

ไพรเมอร ล ําดับนิวคลีโอไทด(5’-3’) เอกสารอางอิง
10F AGTTTGATCCTGGCTC Auburn University

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

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



บทที่ 4

ผลการทดลอง

1. คัดแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

ใชปลากะพงขาวทั้งหมด 20 ตัว และจากการนับจํ านวนแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแข็ง 
MRS พบวา มจี ํานวน 9.5x106-5.5x108 เซลล/กรัมของทางเดินอาหาร เลือกโคโลนีที่มีสีเหลืองและ
สรางกรด มาท ําการแยกซํ้ าจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์มาทดสอบการสรางเอมไซมคะตะเลส เก็บโคโลนีที่
ใหผลการทดสอบคะตะเลสเปนลบไวในอาหารกึ่งแข็ง MRS โดยเทพาราฟนปดทับบนผิวหนาของ
อาหาร เกบ็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบความสามารถในการเปนโพรไบโอติก
ตอไป จากการทดลองสามารถเก็บแลกติกแอซิดแบคทีเรียไดทั้งหมด  74   ไอโซเลต

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

น ําสวนใสที่ไดจากแลกติกแอซิดแบคทีเรียในขอ 1 มาแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งปรับ  pH 
ใหเปน 6.5 อีกสวนหนึ่งไมปรับ pH มาศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบ 4 สายพันธุ ได
แก Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila
พบวา มี   5   ไอโซเลต (ก ําหนดใหเปน LAB-1 – LAB-5) ทีส่ามารถยับยั้งเชื้อกอโรคไดโดยสวนนํ้ า
ใสทัง้ 2 สวน ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่  3 ขนาดความกวางของบริเวณยับยั้งที่เกิดจากเชื้อทดสอบโดยสวนนํ้ าใสของ LAB

แลกติกแอซิด
แบคทีเรียที่ได

              สวนนํ้ าใส

บริเวณยับยั้งทีเ่กิดชึ้นกับเชื้อทดสอบ(มลิลิเมตร)

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

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

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

3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

เมือ่ได LAB-1 – LAB-5 แลวนํ ามาทดสอบสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแบคทีเรียทั้ง 
5 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 4-7  จากตารางทั้ง 3 ตารางแสดงใหเห็นวาทั้ง 5 ไอโซเลต  เซลล
ตดิสนีํ้ าเงินของแกรมบวก มทีั้งรูปรางแทง(rod) รูปรางกลม(cocci) รี(coccobacilli) ไมเคลื่อนที่ 
ไมสรางสปอร คะตะเลสและออกซิเดสเปนลบ ซึ่งเปนสมบัติเบื้องตนของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
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ตารางที่  4 สมบัตทิางกายภาพและทางชีวเคมีของ LAB-1 – LAB-5

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

Gram’s stain         +                   +                   +                   +                  +
Shape       แทง               แทง                กลม                รี                  รี
Motile          -                    -                     -                   -                   -

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

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

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

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

ตารางที่ 5 การใชคารโบไฮเดรตของ LAB-1 – LAB-5   

คารโบไฮเดรต ผลการใชคารโบไฮเดรต
     LAB-1            LAB-2          LAB-3           LAB-4           LAB-5

Arabinose        -                +               -                 -               +
Glucose        +               +               +                +               +
Sucrose        +               +               +                +               +
Mannitol        -                -                +                -               +
Lactose        -                -                +                -               +
Inositol        -                -                -                 -               -
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ตารางที่ 6 การเจรญิของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือระดับความเขมขนตางๆ

ความเขมขนโซเดียมคลอไรด
(% นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

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

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

ตารางที่ 7 การเจริญของ LAB-1 – LAB-5 ในอาหารที่มีเกลือนํ ้าดีระดับความเขมขนตางๆ

ความเขมขนเกลือนํ้ าดี
(%นํ ้าหนัก/ปริมาตร)

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

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

ท ําการวเิคราะหระดับโปรตีนและไขมันของสวนประกอบตางๆ ในอาหารปลา ดังแสดงใน
ตารางที่ 8

ตารางที่ 8 ระดบัโปรตีนและไขมันของสวนประกอบตางๆในอาหารปลา

สวนประกอบ %โปรตีน %ไขมัน
ปลาปน
แปงสาลี

กากถั่วเหลือง
กลูเตน

เปลือกกุงปน

61.4
11.53
44.88
79.07
48.67

8.91
2.12
3.15
1.63
6.35

จากนัน้ค ํานวณสวนประกอบตางๆ ที่จะใชผสมเพื่อใหไดระดับโปรตีน 40-45 % และไขมัน 
12-18 % จะไดสวนประกอบดังตารางที่ 9

ตารางที่ 9 สวนประกอบของอาหารปลากะพงขาวในการทดลอง

สวนประกอบ %(นํ ้าหนกั/นํ้ าหนัก)
ปลาปน
แปงสาลี

เปลือกกุงปน
กากถั่ว

กลูเตน (Wheat gluten)
วติามินรวม
แรธาตุรวม

วติามินซี (Ascorbic acid)
นํ ้ามันทูนา
นํ ้ามันพืช
นํ้ า

57
20
2

4.4
5
2
2

0.1
6

1.5
30
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การเตรยีมอาหารปลาครั้งแรกนี้ อาหารปลาแหงและแข็งเกินไป เมื่อนํ าไปใหปลากิน พบ
วา ปลาไมกินอาหารที่เตรียมได จึงทํ าการปรับสูตรอาหารโดยเพิ่มปลาเปดบดลงไปเพื่อเปนการ
เพิม่กลิน่คาวปลาและปรับความชื้นในอาหารใหเหมาะสม โดยไดสวนประกอบทั้งหมดเหมือนเดิม
แตลดปริมาณปลาปนลงเหลือ 20 %(นํ ้าหนัก/ปริมาตร) แลวใสปลาเปดบดลงไป 37 %(นํ้ าหนัก/
นํ ้าหนกั) เมือ่น ําไปใหปลากิน พบวา ปลากินอาหารไดดี จึงใชอาหารที่เตรียมครั้งที่ 2 นี้ตลอดการ
ทดลอง ผลการวิเคราะหอาหารปลา โดยฝายปฏิบัติการวิเคราะหอาหารสัตวภาควิชาสัตวบาล 
คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ดังแสดงในตารางที่ 10

ตารางที่ 10 ผลการตรวจวิเคราะหอาหารปลาแบบเปยก(Moist diet)

องคประกอบ ระดับ(%)
ความชื้น
โปรตีน
ไขมัน
เถา
เยื่อใย

คารโบไฮเดรต

50.28
21.04
3.37
5.08
1.61
18.62

ผลวิเคราะหอาหารปลาที่แสดงในตารางที่ 10 เปนผลวิเคราะหอาหารเปยกซึ่งมีระดับ
ความชื้นประมาณ 50 % เมือ่คํ านวณในรูปอาหารแหง พบวา องคประกอบตางๆในอาหารปลาจะ
เพิม่ข้ึนอกี 1 เทาตัว เนื่องจากในอาหารปลามีความชื้นอยู 50.28 %

5. การหาคาความเขมขนของเชื้อทดสอบทีท่ ําใหปลากะพงขาวตาย 50 เปอรเซ็นต
( Median Lethal concentration; LC50 )

ปลาทีใ่ชทดสอบนี้อายุ 30 วัน นํ้ าหนักเฉลี่ย 0.35 กรัม ความยาวเฉลี่ย 2.5 เซนติเมตร 
ตรวจนบัจ ํานวนปลาที่ตายในแตละกลุมซ่ึงมีความเขมขนของ A. hydrophila ทีแ่ตกตางกันแสดง
ผลในตารางที่ 11 นํ าผลไปวิเคราะหคา LC50 โดยโปรแกรมโพรบิท อะนาลิซีส ไดคา LC50 ของ A. 
hydrophila เทากับ 7.76, 7.47, 7.26 log10 เซลล/มลิลิลิตร ที ่72, 96 และ 120 ชั่วโมง ตามลํ าดับ 
นบัจํ านวน A. hydrophila จากปลาที่ตายได 1.0 x 107 – 1.29 x 108 เซลล/มิลลิลิตร
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นํ า LC50 ทีไ่ดจากการคํ านวณโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร โพรบิทอะนาลิซิส ไปเขียน
กราฟแสดงความสัมพันธกับเวลาไดผลดังรูปที่ 2

ตารางที่ 11 จ ํานวนปลากะพงขาวที่ตายหลังเติม A. hydrophila ทีร่ะดบัความเขมขนตางๆ ในนํ้ า
                    เลีย้งปลา เปนเวลา 120 ชั่วโมง

 A. hydrophila
(เซลล/มิลลิลิตร)

log cell
number

N
(ตัว)

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

0(ควบคุม)
7.1x106

8.1x106

 8.2x106

4.0x107

4.3x107

5.4x107

1.8x108

2.1x108

3.0x108

-
6.85
6.91
6.91
7.60
7.63
7.73
8.26
8.32
8.48

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

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

รูปที่ 2 คา LC50 ของ A. hydrophila ทีท่ ําใหปลากะพงขาวตายที่เวลาตางๆ
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ผลการวิเคราะหคา LC50 แสดงใหเห็นวาเมื่อปลาไดรับ A. hydrophila ความเขมขน 7.76 
log10 เซลล/มิลลิลิตร เปนระยะเวลา 72 ชัว่โมง จะท ําใหปลาตาย 50 % สวนชัว่โมงที่ 96 และ 120 
นัน้ความเขมขนของ A. hydrophila ทีจ่ะท ําใหปลาตาย 50 % คอื 7.47, 7.26 log10 เซลล/
มิลลิลิตร ตามล ําดับ ดังนั้นจึงนํ าความเขมขนของ A. hydrophila ทีไ่ดจากการทดลองนี้ไปใชใน
การเหนีย่วนํ าใหเกิดโรคในการทดลองขั้นตอไป

6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลา  
ในตูกระจก

เมือ่นํ าแลกติกแอซิดแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลต (LAB-1 – LAB-5) มาผสมกับอาหารปลาให
ไดความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร ใหเขากนั ท ําการตรวจหาจํ านวนเซลลในอาหารปลาทุก 7 
วนั เปนเวลา 28 วัน แสดงผลดังตารางที่ 12

ตารางที่ 12 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียเฉลี่ยในอาหารปลา (นํ้ าหนักเปยก)

LAB- ปริมาณเซลลใน 1 กรัมอาหาร(นํ้ าหนักเปยก)
    วนัที ่ 0          วันที่ 7             วันที่ 14           วันที่ 21          วันที่ 28

0(ควบคุม)
1
2
3
4
5

   1.7x103         1.5x103            1.2x103           2.0x103          2.1x103

   1.5x107         1.3x107            1.3x106           2.0x106          3.5x106

   8.1x107         8.0x107            1.5x107           1.5x107          1.5x106

   3.0x107         2.6x107            1.5x107           2.3x106         1.8x106

   1.1x107         1.0x107            1.1x107           1.7x106         1.2x106

   3.0x107         2.8x107            2.9x107           3.0x106         2.5x106

7. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วัน ในตูกระจก

น ําแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ A.hydrophila มา
ผสมในอาหารปลาเพือ่เลี้ยงปลากะพงขาวอายุ 30 วัน เปนระยะเวลา 30 วัน โดยทุกๆ 15 วัน จะ
ท ําการชัง่นํ ้าหนกั วัดความยาวของปลาและตรวจสอบคุณภาพนํ้ าเลี้ยงปลา พบวา วันที่ 0 นํ้ าหนัก
เฉลี่ยของปลากลุม LAB-2 มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) กบัปลากลุม LAB-3 
และ LAB-4 ในดานของความยาวเฉลี่ย ปลากลุม LAB-5 มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ    
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(p<0.05) กบัปลากลุมควบคุมและกลุม LAB-1  แตเมือ่เลี้ยงไป 15 วัน นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ย
ของปลาแตละกลุมจะไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) และเมื่อเลี้ยงปลาครบ 30 วัน 
ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 4(LAB-4)มีนํ้ าหนักเฉลี่ยเพิ่ม
ขึ้นแตกตางจากนํ้ าหนักเฉลี่ยของปลากลุมควบคุมและปลากลุมอ่ืนๆอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) 
ความยาวเฉลี่ยของปลากลุม LAB-4 ไมแตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) นอก
จากนีย้งัพบวานํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากลุมควบคุม, LAB-1, LAB-2, LAB-3 และ LAB-5 มีนํ้ าหนัก
เฉลีย่ลดลงจากวันที่ 0 และวันที่ 15 นํ้ าหนักเฉลี่ยของปลาแสดงในตารางที่ 13 และ/หรือ รูปที่ 3
ความยาวเฉลีย่ของปลาแสดงในตารางที่ 14 และ/หรือ รูปที่ 4  เมือ่พจิารณาจํ านวนปลาที่รอดชีวิต 
พบวา ปลาในกลุม LAB-4 มีจ ํานวนปลาที่รอดชีวิตสงูกวากลุมอ่ืนๆ  จ ํานวนปลาที่รอดชีวิตแสดง
ในรูปที่ 5 และผลตรวจคุณภาพนํ้ าแสดงในตารางที่ 15 ซึ่งสมบัติตางๆของนํ้ าอยูในเกณฑที่เหมาะ
สมในการเลี้ยงปลากะพงขาว ยกเวนปริมาณไนไตรทที่อยูในระดับที่คอนขางอันตราย จึงไดทํ าการ
เปลี่ยนถายนํ้ า 50 % ของปริมาตรนํ้ าในตูทุกๆ 2 วัน

ตารางที่ 13 นํ ้าหนกัเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
                    เลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

กลุม
          วนัที่

นํ ้าหนักเฉลี่ย(กรัม)
                 0                                      15                                         30

ควบคุม
LAB-1
LAB-2
LAB-3
LAB-4
LAB-5

       0.58ab ± 0.20                      0.73a ± 0.31                       0.57b ± 0.35
       0.60ab ±  0.18                      0.64a  ±  0.36                               0.63b ± 0.27
       0.74a ± 0.25                       0.83a ± 0.21                        0.53b ± 0.11
       0.48b ± 0.24                       0.68a  ± 0.31                          0.55b ± 0.21
       0.54b ± 0.20                       0.73a ± 0.35                        0.97a ± 0.36
       0.67ab ± 0.16                     0.73a ± 0.24                         0.63b ± 0.29
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รูปที่ 3 นํ ้าหนักเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลต  
ตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

ตารางที่ 14 ความยาวเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอ
                   โซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

กลุม
          วนัที่

ความยาวเฉลี่ย(เซนติเมตร)
                 0                                      15                                         30

ควบคุม
LAB-1
LAB-2
LAB-3
LAB-4
LAB-5

       3.19b ± 0.24                       3.63a ± 0.26                        3.82ab ± 0.60
       3.29b ±  0.51                       3.54a  ±  0.46                               3.65b ± 0.57
       3.44ab ± 0.52                      3.87a ± 0.37                        3.88ab ± 0.32
       3.36ab ± 0.52                      3.67a  ± 0.52                          3.68b ± 0.43
       3.46ab ± 0.49                      3.90a ± 0.58                         4.18a ± 0.60
       3.67a ± 0.20                       3.78a ± 0.36                        3.81ab ± 0.42
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รูปที่ 4 ความยาวเฉลี่ยของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
เลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก

รูปที่ 5 การรอดชวีติวนัที่ 30 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
            ไอโซเลตตางๆ ที่ใหผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ในตูกระจก
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ตารางที่ 15 คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน

คุณภาพนํ้ า ชวงคาคุณภาพนํ้ า (ตํ่ าสุด-สูงสุด)
  ควบคุม        LAB-1         LAB-2          LAB-3         LAB-4        LAB-5

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

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

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

8. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila  ในตูกระจก

หลังการเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตตางๆที่ให
ผลยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila พบวา เมือ่เลี้ยงครบ 30 วัน ปลากะพงขาวในกลุม LAB-4 
มีจํ านวนปลาที่รอดชีวิตสูงสุด มีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องและดีกวาปลาในกลุมควบ
คมุ ดงันัน้จงึน ําปลาในกลุม LAB-4 มาเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน
ประมาณ 107 เซลล/มิลลิลิตร (คา LC50 จากขอ 5) ดวยวิธีแช (Gildberg, 1998; Rengpipat, 
1998; Phianphak, 1999) โดยเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุม พบวา ที่ 24 ชั่วโมง  ปลากลุมควบคุม
มกีารตายสะสม 37.5 % กลุม LAB-4 มีการตายสะสม 20 % และที่ 48 ชั่วโมง ปลาในกลุมควบคุม
มกีารตายสะสม 100 % ในขณะที่กลุม LAB-4 มีการตายสะสม 30, 40 และ 50 % ที่ 48, 72 และ 
96 ชัว่โมง ตามลํ าดับ ดังแสดงในรูปที่ 6  นับจํ านวน A. hydrophila จากปลาที่ตายได 1.3 x 106 – 
4.2 x 107 เซลล/มิลลิลิตร
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รูปที่ 6 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
             การเลีย้งในตูกระจก เปนระยะเวลา 30 วัน

จากการทดลองขางตน(ขอที่ 7 และ 8) จะไดวาการเลี้ยงปลากะพงขาวดวยอาหารที่เสริม
แลกตกิแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตตางๆ(LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 และ LAB-5) ในตูกระจกซึ่ง
เปนระบบการเลี้ยงแบบปดนั้น ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลต
ที ่ 4(LAB-4) สามารถเสริมการเจริญเติบโตของปลากะพงขาวได  โดยพจิารณาจากนํ้ าหนักและ
ความยาวของปลา รวมทั้งสามารถตานทานโรคที่เกิดจาก A. hydrophila ไดดีกวากลุมควบคุม  
ดงันั้น จงึเลือกแลกติกแอซิดแบคทเีรียไอโซเลตที่ 4(LAB-4) มาผสมในอาหารเลี้ยงปลากะพงขาว
เพือ่น ําไปเลีย้งปลาในกระชังตอไป โดยจะทํ าการทดลอง 2 ความเขมขน ไดแก 105 และ 107 เซลล/
กรัมอาหาร

9. การผสม LAB-4 กับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลาในกระชัง

น ํา LAB-4 มาผสมในอาหารปลาโดยเตรียมทุก 7 วัน ใหไดความเขมขน 105 และ 107

เซลล/กรัมอาหาร ท ําการตรวจหาจํ านวนเซลลในอาหารปลาวันที่ 0 และ 7 พบวา กลุมควบคุมมี
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย 1.3 x 103- 2.1 x 103 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารปลาในกลุมทดลองมี
ความเขมขนของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 2.0x105 – 6.6x105 และ 2.3x107 – 4.3x107 เซลล/กรัม
อาหาร
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10. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชัง

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105 และ 107

เซลล/กรัมอาหาร ในกระชังเปนระยะเวลา 60 วัน โดยแบงกระชังออกเปน 3 กลุม กลุมละ 6 กระชัง 
(ต ําแหนงของกระชังแสดงในภาคผนวก ง. หมายเลข 1) ทํ าการชั่งนํ้ าหนัก วัดความยาวของปลา
และตรวจสอบคณุภาพนํ้ าเลี้ยงปลา ทุก 15 วัน พบวา วันที่ 0, 15 และ 30 นํ้ าหนักและความยาว
ของปลาไมแตกตางกันทางสถิติในทุกกลุมทดลอง แตพบวาวันที่ 45 ของการเลี้ยง ปลาในกลุม
ควบคุมมีนํ้ าหนักและความยาวมากกวาปลาในกลุ มที่เล้ียงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิด
แบคทเีรียไอโซเลตที่ 4 ทั้ง 2 ความเขมขน คือ 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (LAB-4/5 และ LAB-
4/7) อยางมนียัส ําคัญ(p<0.05) และทั้งนํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาไมแตกตางกันอยางมี
นัยสํ าคัญ(p>0.05)ในทกุกลุมทดลองในวันที่ 60 ของการเลี้ยง     นํ ้าหนกัเฉลี่ยของปลาแสดงใน
ตารางที่ 16 และ/หรือ รูปที่ 7 ความยาวเฉลีย่ของปลาแสดงในตารางที่ 17 และ/หรือ รูปที่ 8 
จ ํานวนปลาทีร่อดชีวิตหลังจากเลี้ยงครบ 60 วัน แสดงดังรูปที่ 9 เห็นไดวาปลาทั้ง 3 กลุมมีปลาที่
รอดชีวิตไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) และผลตรวจคุณภาพนํ้ าแสดงในตารางที่ 18 ซึ่ง
สมบัติตางๆของนํ้ าอยูในเกณฑที่เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว

ตารางที่ 16 นํ ้าหนกัเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

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

กลุม
      วนัที่

นํ ้าหนักเฉลี่ย(กรัม)
         0                       15                    30                       45                       60

ควบคุม
LAB-4/5
LAB-4/7

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

ตารางที่ 17 ความยาวเฉลีย่ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

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

กลุม
      วนัที่

ความยาวเฉลี่ย(เซนติเมตร)
             0                    15                     30                    45                     60

ควบคุม
LAB-4/5
LAB-4/7

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

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

รูปที่ 9 การรอดชวีติวนัที ่60 ของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน
            105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร ในกระชัง
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ตารางที่ 18 คณุภาพนํ ้าระหวางการเลี้ยงปลากะพงขาวในกระชัง เปนระยะเวลา 60 วัน

คุณภาพนํ้ า ชวงคาคุณภาพนํ้ า (ตํ่ าสุด-สูงสุด)
         ควบคุม                          LAB-4/5                           LAB-4/7

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

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

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

11. การทดสอบความสามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
โรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas hydrophila   

หลงัการเลีย้งปลากะพงขาวในกระชังเปนระยะเวลา 60 วัน นํ าปลาที่เหลือมาเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขนประมาณ 107 CFU/ml ดวยวิธีฉีดเขาชองทอง (Austin, 
1995; Nikoskelainen, 2001) โดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม พบวา ปลาทัง้ 3 กลุม คือ กลุม
ควบคุม, LAB-4/5 และ LAB-4/7 มีจ ํานวนปลาตายสะสมไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p>
0.05) สวนในกลุมที่ไมไดฉีด A. hydrophila ไมมกีารตาย ดังแสดงในรูปที่ 10 และ 11
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รูปที่ 10 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
การเลีย้งในกระชงั เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 105

(LAB-4/5) เซลล/กรัมอาหาร

รูปที่ 11 ปริมาณการตายสะสมของปลากะพงขาวที่เหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila หลัง
การเลีย้งในกระชงั เปนระยะเวลา 60 วัน ดวยอาหารที่เสริม LAB-4 ความเขมขน 107

(LAB-4/7)เซลล/กรัมอาหาร
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12. การตรวจดแูบคทเีรียในทางเดินอาหารปลากะพงขาว โดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)

เมือ่น ําล ําไสของปลากะพงขาวที่เลี้ยงดวย LAB-4 ทัง้ 2 กลุม (LAB-4/5 และ LAB-4/7) 
และกลุมควบคุม ไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา บริเวณเยื่อบุลํ าไส
มลีกัษณะเปนตุมเล็กๆ (villi) ซึง่ villi เหลานีท้ ําหนาทีดู่ดซึมอาหาร ทํ าใหภาพที่เห็นจากกลองนั้น
เปนดานบนของvilli  แบคทเีรียในทางเดินอาหารของปลาทั้ง 3 กลุมมีอยูนอยมาก แตในกลุม LAB-
4/5 และ LAB-4/7 นั้นจะพบกลุมของแบคทีเรียรูปรางรียึดเกาะอยูบน villi ในขณะที่ไมพบกลุมของ
แบคทเีรียเหลานี้ในกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 12a, 12b และ 12c

รูปที่ 12a-c การยดึเกาะของแบคทีเรียภายในลํ าไสของปลากะพงขาวโดยรูปที่ 12a เปนลํ าไสของ
ปลากลุมควบคุม(ตํ าแหนงของลูกศร คือ villi) 12b เปนล ําไสของปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริม
แลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 105 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-4/5) และ 12c เปนลํ าไสของ
ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน107 เซลล/กรัมอาหาร(LAB-
4/7) (ต ําแหนงของลูกศรในรูปที่ 12 b และ c คือ แบคทีเรียที่ยึดเกาะภายในลํ าไสของปลา)

รูปที่ 12a

รูปที่ 12b รูปที่ 12c
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13. วกิารของโรคและการตรวจหา A. hydrophila ดวย Immunohistochemistry

ปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธีฉีดเขาชองทองจะมีแผลตามลํ าตัวและมีอาการตก
เลอืดทีอ่วยัวะภายใน สวนปลาในกลุมควบคุมจะไมมีอาการดังกลาว ดังแสดงในรูปที่ 13

รูปที่ 13a-d วกิารของโรคที่เกิดจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A.  hydrophila โดยรูป 13a และ 
13b เปนปลาในกลุมควบคุม  13c และ 13d เปนปลาในกลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรค(ตํ าแหนงลูก
ศร คอื แผลภายนอกและอาการตกเลือดที่อวัยวะภายใน)

รูปที่ 13b

รูปที่ 13c รูปที่ 13d

รูปที่ 13a
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จากนัน้เกบ็ตวัอยางปลาที่ตายหลังจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila มา
ตรวจดูพยาธิสภาพของอวัยวะตางๆ โดยนํ าเนื้อเยื่อมาตรวจดวยแอนติบอดีที่มีความจํ าเพาะ 
(monoclonal antibody) ตอ A. hydrophila พบวา  เนื้อเยื่อบริเวณตางๆของปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila สามารถตรวจพบบริเวณติดเชื้อซ่ึงมีลักษณะสีนํ้ าตาลในเนื้อเยื่อตางๆ
ได ซึ่งเปนการยนืยนัวาปลาที่ตายจากการทดลองนั้นมีสาเหตุมาจาก A. hydrophila ดงัแสดงในรูป
ที่ 14
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รูปที่ 14a-f เนือ้เยือ่บริเวณตางๆของปลากะพงขาวที่ถูกเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila 
โดยรูปที่ 14a(AH-44,IgG2a) และ 14b(AH-29,IgG2a)เนื้อเยื่อบริเวณกลามเนื้อ(Muscle)ของ
ปลากลุมควบคุมและปลากลุมที่ถูกเหนี่ยวนํ าดวย A. hydrophila ตามลํ าดับ หลังการยอมดวยอิโอ
ซิน 14c(AH-2,IgG2b)เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน(Connective tissue) และเนื้อเยื่อสวนไขมัน(Adipose 
tissue) 14d(AH-2,IgG2b)เนือ้เยื่อบริเวณหลอดเลือด(Blood vessel) 14e(AH-2,IgG2b)เนื้อเยื่อ
บริเวณเยื่อบุลํ าไส(Intestinal Epithelium tissue) 14f(AH-2,IgG2b)เนือ้เยื่อบริเวณเยื่อบุลํ าไสที่
สามารถมองเห็นเซลลเม็ดเลือดแดง(Red Blood Cell) ของกลุมทีถ่กูเหนี่ยวนํ าหลังการยอมดวยฮี
มาทอกซิลินและอิโอซิน

รูปที่ 14b

รูปที่ 14c รูปที่ 14d

รูปที่ 14e รูปที่ 14f

รูปที่ 14a
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14. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจาก LAB-4 โดยวิธี High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC)

จากการทดลองในขอที่ 3 ทํ าใหทราบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ LAB-4 จึงนํ าคุณสมบัติที่
ไดไปเทียบเคียงกับที่มีรายงานไวใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology-9 หลัง
จากการเทยีบเคยีงแลว พบวา คุณสมบัติของ LAB-4 นั้นยังไมเพียงพอสํ าหรับการระบุสายพันธุ
ของ LAB-4 ในเบือ้งตนนั้นทราบเพียงแตวาเปนแบคทีเรียในกลุมแลกติก จึงทํ าการวิเคราะหสวน
นํ ้าใสทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยง LAB-4 เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ในที่ที่มีปริมาณออกซิเจนจํ ากัดเพื่อ
เปนการตรวจสอบและหาปริมาณของกรดแลกติกที่ LAB-4 สรางขึ้น จากผลการทดลอง พบวา 
LAB-4 มกีารสรางกรดแลกติก ความเขมขน 730 mM (จากกราฟมาตรฐานสารละลายกรดแลกติก 
ภาคผนวก ง. หมายเลข 2)

15. การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด 16เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ LAB-4

หลงัจากที่ทราบแนชัดแลววา LAB-4 สามารถสรางกรดแลกติกได จึงทํ าการสกัดและเพิ่ม
ปริมาณดเีอ็นเอของ LAB-4 ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชนิวคลีโอไทด
ไพรเมอรทีม่ีลํ าดับนิวคลีโอไทดดังแสดงไวในตารางที่ 2 ซึ่งจะไดเปน PCR product และเมื่อสง 
PCR product ไปวเิคราะหหาลํ าดับนิวคลีโอไทด 16S ribosomal DNA แลว นํ าลํ าดับนิวคลีโอ
ไทดที่ไดมาเชื่อมตอกัน ไดลํ าดับนิวคลีโอไทด ดังนี้

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

จากนัน้น ําไปเทียบเคียงกับลํ าดับนิวคลีโอไทดที่มีรายงานไวใน Genbank พบวา ลํ าดับนิว
คลโีอไทดที่ไดมีความคลายกับลํ าดับนิวคลีโอไทดของ Weissella confusa โดยมีคา E = 0.0 และ 
ระดับความคลาย(Identities) 99 % (ภาคผนวก ง. หมายเลข 3)



บทที่ 5

วิจารณและสรุปผลการทดลอง

1. คัดแยกแลกติกแอซิดแบคทีเรียจากทางเดินอาหารปลากะพงขาว

เมือ่น ําทางเดนิอาหารสวนตางๆ (ลํ าไส, กระเพาะ, ไสติ่ง) ของปลากะพงขาวทั้ง 20 ตัว 
จากทีจ่บัไดในทะเล แหลงนํ้ ากรอยและจากการเพาะเลี้ยงในกระชังมาทํ าการแยกหาแลกติกแอซิด
แบคทเีรียโดยปลาที่คัดเลือกมานั้นจะมีขนาด 3.0-5.0 กิโลกรัม อายุ 2-3 ป ซึ่งเปนชวงขนาดและ
อายขุองการผสมพันธุและวางไข(สมใจ, 2527) เปนปลาที่มีสุขภาพดี สังเกตจากลักษณะภายนอก
ของปลาตองไมมีแผล เกล็ดไมหลุด หางไมเปอย ลักษณะการวายนํ้ าของปลาตองปราดเปรียว 
วองไว ซึ่งเปนลักษณะที่โดดเดนของปลากะพงขาว มาแยกหาแลกติกแอซิดแบคทีเรียบนอาหาร
แข็ง MRS พบแบคทีเรียจํ านวน  9.5 x 106 –  5.5 x 108 เซลล/กรัมของทางเดินอาหาร ซึ่งสอด
คลองกับผลการทดลองของ Jankauskiene (1995), Ringo and Gatesoupe (1998) รายงานวา
แลกติกแอซิดแบคทีเรียหลายสายพันธุเปนสวนหนึ่งของแบคทีเรียประจํ าถิ่นในลํ าไสของปลาที่มีสุข
ภาพดี Hagi et al. (2004) ศกึษาสายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในลํ าไสของปลานํ้ าจืด 4 
ชนดิ ทีเ่ลี้ยงในบอโดยใชนํ้ าจากทะเลสาบ Kasumigaura และใหอาหารปลาปกติ (commercial 
diet) พบวา สายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะแตกตางกันตามฤดูกาลและไมขึ้นกับชนิดของ
ปลา กลาวคือ ในฤดูรอน (อุณหภูมิของนํ้ าสูงกวา 20 องศาเซลเซียส) พบ Lactococcus lactis 
9.0 x 105 – 4.8 x 10 7 CFU/ กรัมลํ าไส   ฤดูหนาว (อุณหภูมิของนํ้ า 4-10 องศาเซลเซียส) พบ 
Lactococcus raffinolactis 5.2 x 105 – 3.9 x 106 CFU/ กรัมลํ าไส สวนในฤดูใบไมผลิและใบไม
รวง (อุณหภูมิของนํ้ า 13 และ 17 องศาเซลเซียส) ไมพบวามีสายพันธุใดของแลกติกแอซิด
แบคทเีรียทีม่จี ํานวนสงูกวาสายพันธุอ่ืนๆอยางโดดเดน ในขณะที่จํ านวนแบคทีเรียทั้งหมดมี 1.3 x 
106 – 1.9 x 109 CFU/ กรัมลํ าไส เห็นไดวาสายพันธุของแบคทีเรียที่พบในทางเดินอาหารของปลา
นัน้ขึน้กบัส่ิงแวดลอมที่เลี้ยง ไดแก นํ้ า อาหาร และกลไกการตานแบคทีเรียของปลา (Olafsen, 
2001; Jankauskiene, 2000a)

2. คัดเลอืกแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ

นํ าแบคทีเรียที่แยกไดมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคในปลา ไดแก 
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio flurialis และ Aeromonas hydrophila
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ดวยเทคนิค well agar diffusion พบวา สวนนํ้ าใสของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย มีคา pH 3.5 - 4.5 
ซึง่มภีาวะเปนกรดที่สรางโดยแลกติกแอซิดแบคทีเรีย จึงทํ าการปรับ pH ใหไดคาประมาณ 6.5 เพื่อ
ศึกษาความสามารถของแลกติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อกอโรคหลังขจัดอิทธิพลของกรด 
สวนการที่จะระบุประเภทของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจะตองทํ าการศึกษาตอไป  
จาก 74 ไอโซเลต พบ 5 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila และพบวาสวนนํ้ า
ใสของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่ไมไดผานการปรับ pH (pH 3.5-4.5) มคีวามสามารถในการยับยั้ง 
A. hydrophila มากกวา (บริเวณใสกวางกวา)สวนนํ้ าใสที่ผานการปรับ pH เปน 6.5 เนื่องจากผล
ของกรดแลกติกรวมกับสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคประเภทอื่นๆ การคัดเลือกโพรไบโอ
ตกิดวยเทคนิค well agar diffusion นีเ้ปนวธิพีืน้ฐานที่ทํ ากันอยางแพรหลาย (ฐติิพงศ, 2538; วรร
นภิา, 2539; Joseph et. al., 1998; วลิาวัณย, 2543; ศริิเพญ็, 2546) ขอดีของวิธีนี้ คือ งายสะดวก 
สิน้เปลืองคาใชจายและเวลานอย สวนขอเสีย คือ สารที่ทดสอบตองมีความสามารถในการยับยั้ง
สงู เนือ่งจากเปนวิธีที่มีความไว (sensibility) สงู ถาความเขมขนของสารตานจุลชีพที่อยูในสวนนํ้ า
ใสมตีํ ่า อาจท ําใหไมเกิดการยับยั้ง หากใชวิธีนี้ในการคัดเลือกโพรไบโอติกจึงควรลดปริมาณนํ้ าใน
สวนนํ ้าใสและใชสวนใสที่นํ านํ้ าออกแลวในปริมาตรที่กํ าหนดไว (100 ไมโครลิตร) เพื่อใหสารตาน
จุลชีพมีความเขมขนมากขึ้น มีรายงานหลายฉบับที่ใชเทคนิคการคัดเลือกโพรไบโอติกที่แตกตาง
จากนี้ ดังเชน Gibson et al. (1998) ศกึษาความสามารถของ Bacteriocin-like inhibitory 
substance ทีส่รางจาก Aeromonas media A199 ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในสัตวนํ้ าและ
มนษุย ดวยเทคนิค diametric-streak เพือ่ดูการเกิดบริเวณยับยั้ง Jacobsen et al. (1999) คัด
เลือก Lactobacillus spp. 47 สายพนัธุ เพื่อใชเปนโพรไบโอติกในคนในเบื้องตนทํ าการทดสอบใน
ระดับหลอดทดลอง (in vitro) ดวยวิธี agar spot เพือ่หา Antimicrobial activity นอกจากนั้นยัง
ทดสอบความสามารถในการเกาะติด ความทนทานตอ pH และนํ้ าดี Nikoskelainen et al. (2001)
คดัเลอืกโพรไบโอติกโดยใชสมบัติการยึดติดบนเมือก การเจาะทะลุเมือก การยับยั้งการเจริญและ
การยดึติดของแบคทีเรียกอโรค ดวยการติดฉลากสารกัมมันตรังสี [methyl-1,2-3H]thymidine บน
แบคทเีรียทีส่นใจ นอกจากนี้ยังหาความสามารถในการตานทานตอนํ้ าดีอีกดวย Villamil et al. 
(2003) ศกึษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคดวย extracellular products (EPCs) ของแลก
ตกิแอซิดแบคทีเรีย ใน 96-well plate โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อดูเปอรเซ็นตการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียกอโรค โดยใชสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในระดับหลอดทดลอง (in vitro) ดัง
นัน้ ควรเพิ่มเกณฑในการคัดเลือกโพรไบโอตกิ เชน การทดสอบความสามารถในการเกาะติดกับ
เยือ่บุทางเดนิอาหารในระดับหลอดทดลอง ความสามารถในการทนเกลือ (NaCl) และเกลือนํ้ าดี 
(bile salt) ในภาวะจ ําลองที่คลายคลึงกับภาวะภายในทางเดินอาหารของปลา หรือการใชเทคนิค
ตางๆ มากกวา 1 เทคนิคในการยืนยันผลการทดสอบ    
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3. ศกึษาสมบัติบางประการของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย

น ํา 5 ไอโซเลต ที่ใหผลยับยั้ง A. hydrophila มาทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีว
เคม ีพบวา ผลการทดสอบของ 5 ไอโซเลต เปนแกรมบวก มีทั้งรูปรางแทง(rod), กลม(cocci) และรี
(coccobacilli) ไมเคลือ่นที่ ผลทดสอบคะตะเลสและออกซิเดสเปนลบ โดยเมื่อนํ าไปเปรียบเทียบ
คณุสมบัติที่มีรายงานไวใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th พบวา สมบัติ
เหลานี้เปนลักษณะของแบคทีเรียกลุมแลกติก สวนความสามารถในการใชคารโบไฮเดรต พบวา 
ทัง้ 5 ไอโซเลต สามารถใชนํ้ าตาลกลูโคสและซูโครสเปนแหลงพลังงานได มีบางไอโซเลตที่สามารถ
ใชนํ ้าตาลอะราบิโนส, แมนนิทอล และแลกโทสได และไมมีไอโซเลตใดที่สามารถใชนํ้ าตาลอิโนซิ
ทอลได นอกจากนี้ยังพบวาทุกไอโซเลตทนเกลือ (NaCl) ไดในชวง 4-6 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) และ
ทนเกลือนํ้ าดี (bile salt) ได 0.1 %(นํ้ าหนัก/ปริมาตร) ยกเวน LAB-3 ทีไ่มสามารถทนเกลือนํ้ าดีได 
เมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th พบวา สมบัติ
ของ LAB-4 ยงัไมเพยีงพอที่จะระบุสายพันธุของแลกติกแอซิดแบคทีเรียได การที่ไมสามารถระบุ
สายพันธุจาก Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th ไดนัน้อาจเนื่องจากสมบัติ
ทางชีวเคมี ชนิดของคารโบไฮเดรตที่ทดสอบนั้นนอยเกินไปและการแบงกลุมของแบคทีเรียกลุม
แลกตกินัน้มกีารจดัจ ําแนกใหมอยูเสมอ ดังนั้น ในการหาเอกสารทางวิชาการอางอิงเพื่อระบุสาย
พันธุของแบคทีเรียกลุมแลกติกนั้นจึงควรเปนเอกสารที่มีรายงานในปจจุบันไมควรนํ าเอกสารเกาๆ
มาใชอางอิง

4. การเตรยีมอาหารผสมแบบเปยก(Moist Diet)สํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

หลงัจากนั้นเตรียมอาหารปลาผสมแบบเปยก (Moist Diet) ใหมีระดับโปรตีน 45-50 % 
และ ระดับไขมัน 13-18 % (วิเชียร และคณะ, 2532; Catacutan et al., 1997, Boonyaratpalin, 
1997; Williams et al., 2003) โดยการเตรียมอาหารปลาครั้งแรกใชสูตรอาหารของ 
Boonyaratpalin, 1997 ซึง่ไมมปีลาเปดบดเปนสวนประกอบ ฝกใหปลากินอาหารผสมมื้อละนอยๆ
กอนโดยใหรวมกับปลาเปดบดซึ่งเปนอาหารเดิมที่ปลากินอยู และคอยๆเพิ่มปริมาณอาหารผสม
และลดปรมิาณปลาเปดบด ปรากฎวา ปลาไมยอมกินอาหารผสม ทํ าใหเกิดปญหานํ้ าเสีย จึงตอง
ท ําการดดัแปลงสูตรอาหารโดยเพิ่มปลาเปดบดลงไปในสูตรอาหารดวยเพื่อเพิ่มกลิ่นคาว เมื่อนํ ามา
ใหปลากนิปรากฎวาปลากินไดดีข้ึนแตยังนอยกวาการใหอาหารสด (ปลาเปดบด) สาเหตุที่ตองใช
อาหารผสมแบบเปยกเนื่องจากสามารถระบุระดับความชื้น, โปรตีน, ไขมัน, เถา, เยื่อใย และ 
คารโบไฮเดรตที่แนนอนได และจากการวิเคราะหอาหารผสมแบบเปยก พบวา ในอาหารปลา 1 
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กรัม(นํ ้าหนกัเปยก) มีโปรตีน, ไขมันและความชื้น 21.04, 3.37 และ 50.28 % ตามลํ าดับ ซึ่งเมื่อ
ค ํานวณโปรตนีและไขมัน ในอาหารปลา 1 กรัม(นํ้ าหนักแหง) จะพบวามีโปรตีน 42.08 % ซึ่งสอด
คลองกบังานวจิัยขางตนและไดโปรตีนในระดับที่ตองการ สวนไขมันมี 6.74 % ซึ่งตํ่ ากวาที่ตองการ 
คอื 13-18 % ปลาที่ไดรับไขมันไมเพียงพอจะแสดงอาการบริเวณครีบและผิวหนัง ตาผิดปกติ เกิด
การชอ็ก เบื่ออาหาร โตชา ตับบวมและออน (Boonyaratpalin, 1997)  แตปลาที่เลี้ยงในครั้งนี้ไม
แสดงอาการดงักลาวอาจเปนเพราะระยะเวลาที่เลี้ยงสั้น คือ ในตูกระจก 30 วัน ในกระชัง 60 วัน 
และใชอาหารเดียวกันในทุกกลุมทดลอง ขอเสียของการใหอาหารผสมแบบเปยก คือ อัตราการ
เจริญเติบโตของปลาจะตํ่ ากวาปลาที่เล้ียงดวยอาหารสดและนํ้ าเสียงายกวาอาหารสดที่ปลามักจะ
กนิหมดในทนัที โดยปกติแลวจะใหอาหารปลา(นํ้ าหนักแหง) 5-10 %ของนํ ้าหนักปลา (สโมสรคณะ
ประมง มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร, 2531) ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงใชอาหารปลาผสมแบบเปยกที่
ดัดแปลงจาก Boonyaratpalin, 1997 ในการเลี้ยงปลา

5. การหาคาความเขมขนที่ทํ าใหปลากะพงขาวตาย 50 % (Median Lethal concentration ; 
LC50)

การหาคา Median lethal concentration(LC50) ของ A. hydrophila ตอปลากะพงขาว 
โดยท ําการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ทีไ่ดรับการอนุเคราะหจากศูนยวิจัยโรคสัตวนํ้ า 
คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  A. hydrophila เปนแบคทีเรียที่พบไดในนํ้ าทั่ว
ไป สตัวและคนปกติ (เกรียงศักดิ์และคณะ, 2533) มีรายงานวาพบโรคที่เกิดจาก A. hydrophila
ทั้งในสัตวและคนเปนครั้งแรกในไทยเมื่อป 1976 และ อีกครั้งในป 1979 ความเขมขนของ           
A. hydrophila  ในนํ ้าทีส่ามารถกอใหเกิดโรคระบาดในปลา คือ 103-105 เซลล/มลิลิลิตร และ 
Saitanu et al. 1976 รายงานวา 24 ชั่วโมงหลังจากที่ปลา clariid catfish ไดรับ A. hydrophila 
ความเขมขน 8 x 106 เซลล ดวยการฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular injection) จะสรางสารที่ทํ า
ใหหลอดเลือดของปลาไดรับความเสียหาย (hemorrhagic lesion) (Saitanu, 1986) เกรียงศักดิ์
และคณะ, 2533 รายงานคาความเขมขนที่ทํ าใหปลาติดเชื้อ 50 % (Infective dose 50 % : ID50) 
ของ A. hydrophila 4 สายพนัธุ ในปลาดุกดานและปลาชอน พบวา ในปลาทั้ง 2 ชนิดและ A. 
hydrophila ทัง้ 4 สายพันธุ มีคา ID50 อยูในชวง 9.49 x 105 - 5.08 x 108 จากรายงานตางๆจะเห็น
ไดวาความเขมขนของ A. hydrophila ทีน่าจะทํ าใหปลาตาย 50 %(LC50) จะอยูในชวง 106-108

หรือ 6-8 log10 เซลล/มิลลิลิตร ดังนั้น จงึท ําการทดลองโดยใชความเขมขนของ A. hydrophila ใน
ชวงดงักลาว พบวา กลุมควบคุมและกลุมที่เหนี่ยวนํ าดวยความเขมขนของ A. hydrophila 6.85 
และ 6.91 log10 เซลล/มิลลิลิตร ไมมปีลาตาย ตลอด 120 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 7.60, 7.63, 7.73, 
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8.26, 8.32 และ 8.48 log 10 เซลล/มิลลิลิตร ปลาตายทัง้หมดที่เวลา 120 ชั่วโมง จึงไดวา 7.76, 
7.47, 7.26 log10 เซลล/มิลลิลิตร เปนคา LC50 ทีเ่วลา 72, 96 และ 120 ชั่วโมง ตามลํ าดับ นํ าคา 
LC50 นี้ ไปใชในการทดลองตอไป    ยนืยนัสาเหตุการตายของปลาดวยวิธี plate count  พบ A.  
hydrophila 1.0 x 107 – 1.29 x 108 เซลล/มิลลิลิตร

6. การผสมแลกตกิแอซิดแบคทีเรียที่แยกไดกับอาหารเลี้ยงปลากะพงขาวเพื่อใชเลี้ยงปลา
ในตูกระจกและกระชัง

การผสมแบคทีเรียในอาหารปลา การทดลองในระดับตูกระจกใชอาหารที่ไมเสริมแลกติก
แอซดิแบคทีเรีย (กลุมควบคุม) และอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียความเขมขน 107 เซลล/
กรัมอาหาร (กลุมทดลอง LAB 1-5)  ทนัททีีผ่สมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารปลากลุมทดลอง
เรียบรอยแลว (วันที่ 0) ทํ าการตรวจนับปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารแตละกลุม พบวา 
ในอาหารกลุมควบคุมมีแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยู 103 เซลล/กรัมอาหาร เนื่องจากแลกติกแอซิด
แบคทเีรียเปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติและพบมากในอินทรียสาร เชน พืชที่เนาเปอย ลํ า
ไสหรอือวัยวะขับถายของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Sillanpaa, 2001) ดงัจะเห็นไดวาในอาหารปลา
ผสมทีท่ ําการเตรียมขึ้นมานั้นประกอบไปดวยอินทรียสารมากมาย ไดแก ปลาเปดสดบด ปลาปน 
เปลอืกกุงปน นํ้ ามันทูนา แตเมื่อพิจารณาดูลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS พบวา 
แตละโคโลนจีะมลีักษณะที่แตกตางกัน เชน บางโคโลนีมีขนาดใหญ ผิวหนาและขอบเรียบ บางโค
โลนมีขีนาดเล็กและขอบหยัก เปนตน และลักษณะของโคโลนีไมเหมือนกับแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
ในกลุมทดลอง จึงเชื่อไดวาแบคทีเรียที่พบในอาหารกลุมควบคุมนั้นไมใชแลกติกแอซิดแบคทีเรีย
สายพันธุเดียวกับกลุมทดลองแตนาจะเปนสายพันธุอ่ืนๆที่มาจากสวนประกอบตางๆของอาหาร 
และเมื่อตรวจนับปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารแตละกลุมทดลอง พบวา ทุกกลุม
ทดลองที่ใหอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 1 - 5 (LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 
และ LAB-5) มปีริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 107 เซลล/กรัมอาหาร และลักษณะของโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็ง MRS เปนลักษณะเดียวกันทั้งจานเพาะเชื้อ หลังจากนั้นทํ าการตรวจนับ
ปริมาณแลกตกิแอซิดแบคทีเรียในอาหารทุก 7 วัน เปนเวลา 28 วัน พบวา กลุมควบคุมมีปริมาณ
แลกติกแอซิดแบคทีเรียเทาเดิม คือ 103 เซลล/กรัม ตลอด 28 วัน สวนในกลุมทดลอง วันที่ 7 
ปริมาณแลกตกิแอซิดแบคทีเรียในทุกกลุมทดลองยังคงที่ (เทากับวันที่ 0) วันที่ 14 กลุม LAB-1 มี
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารลดลง 1 log cycle ในขณะทีก่ลุมอ่ืนๆยังคงที่ (เทากับวัน
ที ่0) วนัที่ 21 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหาร ทุกกลุมทดลองลดลง 1 log cycle ยกเวน
กลุม LAB-2  วนัที่ 28 ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียลดลง 1 log cycle ทกุกลุมทดลอง จากผล
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การทดลองแสดงเห็นวาไมควรเตรียมอาหารปลาที่ผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไวนานเพราะ
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียจะลดลง ดังนั้น เมื่อคัดเลือกไดแลววาจะนํ าไอโซเลตที่ 4 มาขยาย
ขนาดการเลีย้งในกระชังเราจึงทํ าการผสมแลกติกแอซิดแบคทีเรียในอาหารทุกๆ 7 วัน เพื่อใหปลา
ไดรับแลกติกแอซิดแบคทีเรียตามที่ตองการ   และการทดลองในระดับกระชังจะมีอาหาร 3 กลุม
ดวยกนั คือ อาหารที่ไมเสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรีย (กลุมควบคุม) อาหารที่เสริมแลกติกแอซิด
แบคทีเรียความเขมขน  105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (กลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7) เมือ่ตรวจ
นบัปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในกลุมควบคุม พบวามีแลกติกแอซิดแบคทีเรียอยู 103 เซลล/
กรัมอาหาร และในแตละจานเพาะเชื้อจะพบลักษณะของโคโลนีแตกตางกันไป เมื่อตรวจนับ
ปริมาณแลกติกแอซิดแบคทีเรียในกลุม LAB-4/5 และ LAB-4/7 มปีริมาณ 105 และ 107 เซลล/กรัม
อาหาร ตามลํ าดับ

7. การเลี้ยงปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 30 วัน ในตูกระจกและการทดสอบความ
สามารถของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากเชื้อกอโรค 
Aeromonas hydrophila  ในตูกระจก

เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 30 วัน ในตูกระจกดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียแต
ละไอโซเลตดวยความเขมขน 107 เซลล/กรัมอาหาร เปนระยะเวลา 30 วัน เพื่อคัดเลือกแลกติกแอ
ซดิแบคทเีรียทีส่ามารถเสริมการเจริญเติบโตของปลา และตานทานโรคได ชั่งนํ้ าหนัก วัดความยาว 
และนบัจ ํานวนปลาทีร่อดชีวิตทุก 15 วัน พบวา นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาที่นํ ามาทดลอง
นัน้ในแตละกลุมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) เนือ่งจากปลากะพงขาวเปนปลาที่
มีการแตกขนาดมากแมวาจะเปนปลาที่เกิดจากพอ-แมพันธุและเวลาเดียวกันก็ตามและจากการ
เลีย้งปลากะพงขาวจะสังเกตเห็นวา หากปลาตัวไหนมีขนาดใหญก็จะใหญกวาตัวอื่นๆอยางเห็นได
ชดั สวนตวัเลก็กจ็ะเล็กจนสังเกตเห็นไดชัดเจนเชนกัน และจากขอจํ ากัดดานจํ านวนลูกพันธุปลาที่
ซื้อจากฟารมทํ าใหไมสามารถคัดขนาดปลาใหมีขนาดใกลเคียงกันในทุกกลุมทดลองได แตเมื่อ
เลีย้งปลาไป 15 วัน นํ้ าหนักและความยาวเฉลี่ยของปลาในทุกกลุมทดลองไมแตกตางกัน และเมื่อ
เลีย้งปลาครบ 30 วัน ปลากลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซเลตที่ 4(LAB-
4) มีนํ้ าหนักและความยาวเพิ่มข้ึนแตกตางจากกลุมอ่ืนๆอยางมีนัยสํ าคัญ(p<0.05) และเมื่อ
พจิารณาจ ํานวนปลาที่รอดชีวิต พบวา ปลาในกลุมควบคุมมีการรอดชีวิต 57.5 % สวนในกลุม
ทดลอง LAB-1, LAB-2, LAB-3, LAB-4 และ LAB-5 มีปลารอดชีวิต 67.5, 57.5, 62.5, 77.5 และ 
60.0 % ตามล ําดบั  ซึ่งเห็นไดวาปลาในกลุม LAB-4 มปีลารอดชีวิตสูงกวากลุมอ่ืนๆดวย ดังนั้น จึง
เลือกไอโซเลต LAB-4 นีไ้ปเลีย้งปลาในกระชังตอไป สาเหตุที่ปลาในกลุมควบคุมมีจํ านวนปลารอด
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ชวีติตํ ่าอาจมาจากอาหารซึ่งปกติแลวปลากะพงขาวเปนปลากินเนื้อ (carnivore) กนิอาหารสดหรือ
อาหารทีม่ชีวีิต คือ ในชวงของการอนุบาล ปลาจะกินโรติเฟอร  อารทเีมีย เมื่อปลาโตขึ้นก็จะกิน
เศษปลาหรือปลาเปดไดดี แตในงานวิจัยนี้ใชอาหารผสมแบบเปยกซึ่งมีขอเสีย คือ ทํ าใหปลามี
ความสามารถในการตานทานโรคตํ่ ากวาปลาที่กินอาหารสด  และเมื่อเทียบปริมาณอาหารที่ปลา
กนิกพ็บวาปลาจะกินอาหารสดไดในปริมาณมากกวาอาหารผสม ขอดี คือ สามารถควบคุมระดับ
ของสารอาหารและจํ านวนแลกติกแอซิดแบคทีเรียได และโดยทั่วไปแลวการอนุบาลปลาขนาด 1-2 
เซนตเิมตร จนถงึ 10 เซนติเมตร สวนใหญจะทํ าการอนุบาลในกระชังเพราะปลามีอัตราการรอดสูง
กวาการเลีย้งในบอ ดวยเหตุที่วาปลาในกระชังไดอยูในแหลงนํ้ าธรรมชาติ ซึ่งมีความอุดมสมบูรณ
อยูแลว การอนุบาลในบออาจเกิดโรคไดงายเพราะปลามักวายไปชนขางบอทํ าใหเกิดแผลไดงาย 
(สมใจ, 2527) ทํ าใหปลาออนแอและตายไดงาย จากนั้นนํ าปลาที่เหลือจากกลุมควบคุมและกลุม 
LAB-4 มาทดสอบความสามารถในการตานทานโรคดวยการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจาก A. 
hydrophila ดวยวิธีแช (Immersion challenge) พบวา ที่เวลา 24 ชั่วโมง กลุมควบคุมมีปลาตาย
สะสม 37.5 % ในขณะที่กลุม LAB-4 มปีลาตายสะสม 20 % ที่เวลา 48 ชั่วโมง กลุมควบคุมมีปลา
ตายสะสม 100 % กลุม LAB-4 มปีลาตายสะสม 30 % เห็นไดวา กลุม LAB-4 สามารถตานทาน
โรคไดดีกวากลุมควบคุมและแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) ซึ่งสอดคลองกับผลการ
ทดลองของ Nikoskelainen et al., 2001; Villamil et al., 2003  ในดานคุณภาพนํ้ าปริมาณไน
ไตรทอยูในระดับคอนขางอันตรายเนื่องจากมีเศษอาหารเหลือในตู จึงตองมีการเปลี่ยนถายนํ้ าครั้ง
ละ 50 %ของปรมิาตรนํ ้าในตู ทุกๆ 2 วัน สวนปริมาณไนเตรท ฟอสเฟต อุณหภูมิ พีเอช ความเค็ม 
อัลคาลนิติี ้ แอมโมเนียมรวม และออกซิเจนที่ละลายในนํ้ านั้นอยูในระดับที่เหมาะสมกับการเลี้ยง
ปลา

หลงัจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร 
ดวยวธิแีชในระดับตูกระจก พบวา ปลาไมแสดงอาการจากการติดเชื้อ A. hydrophila เราจึงทํ าการ
ตรวจหา A. hydrophila จากปลาที่ตายดวยวิธี plate count พบ A. hydrophila 1.3 x 106 – 4.2 x 
107 เซลล/มิลลิลิตร
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8. การเลีย้งปลากะพงขาวเปนระยะเวลา 60 วัน ในกระชังและการทดสอบความสามารถ
ของปลากะพงขาวในการตานทานตอการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากเชื้อกอโรค Aeromonas 
hydrophila รวมทั้งการตรวจดูแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด
(SEM) และ Immunohistochemistry

 เลีย้งปลากะพงขาวอายุ 60 วัน ในกระชังดวยอาหารที่เสริม LAB-4  ดวยความเขมขนที่
แตกตางกัน 2 ความเขมขน  คือ 105 (LAB-4/5) และ 107 (LAB-4/7) เซลล/กรัมอาหาร เปนระยะ
เวลา 60 วนั ทกุๆ 15 วัน พบวา วันที่ 0, 15 และ 30 นํ้ าหนักและความยาวของปลาไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05)ในทกุกลุมทดลอง แตพบวาวันที่ 45 ของการเลี้ยง ปลาในกลุมควบคุมมี
นํ้ าหนักและความยาวมากกวาปลาในกลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่เสริมแลกติกแอซิดแบคทีเรียไอโซ
เลตที่ 4 ทั้ง 2 ความเขมขน คือ 105 และ 107 เซลล/กรัมอาหาร (LAB-4/5 และ LAB-4/7) อยางมี
นัยสํ าคัญ(p<0.05) และทั้งนํ้ าหนักและความยาวของปลาไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>
0.05) ในทกุกลุมทดลองในวันที่ 60 ของการเลี้ยง  และสมบตัิตางๆของนํ้ าเลี้ยงปลาอยูในเกณฑที่
เหมาะสมในการเลี้ยงปลากะพงขาว

ทํ าการตรวจเยื่อบุดานในของลํ าไสปลาเพื่อดูความสามารถในการเกาะติดเยื่อบุลํ าไสดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด(Scanning Electron Microscope) พบวา เยื่อบุลํ าไสมี
ลักษณะเปน villi มกีลุมของแบคทีเรียที่เกาะอยูบน villi นอยแตสามารถพบกลุมแบคทีเรียที่มี
ลกัษณะคลายกับ LAB-4 ในลํ าไสปลากลุม LAB-4 ทัง้ 2 ความเขมขนแตไมพบแบคทีเรียลักษณะ
เดยีวกันในกลุมควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 12 การทีป่ลาทั้ง 3 กลุมทดลองใหผลในการเจริญเติบโต
และความสามารถในการตานโรคไมแตกตางกันอาจเกิดจากการเลี้ยงปลาในกระชังที่ปกอยูในบอ
ดนิเปนแบบระบบเปด แบคทีเรียในนํ้ านาจะมีผลตอสุขภาพปลามากกวา LAB-4 ทีเ่สริมในอาหาร
เนือ่งจากระบบทางเดินอาหารของปลาจะมีการเขา-ออกของนํ้ าในบอเลี้ยงตลอดเวลา หรืออาจเกิด
จากการทีล่ ําไสของปลานั้นยาว ทํ าใหการใชแบคทีเรียเพียงสายพันธุเดียว (monoculture) เพื่อ
ปรับสมดุลของจุลินทรียในทางเดินอาหาร โดยวิธีการผสมแบคทีเรียลงในอาหารนั้นไมสงผลดีตอ
สขุภาพปลาขนาดใหญ

เมือ่ท ําการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวย A. hydrophila ความเขมขน 107 เซลล/มิลลิลิตร ดวย
วธิฉีีดเขาชองทอง (Intraperitoneal injection challenge) พบวา ปลาทั้ง 3 กลุม คือ กลุมควบคุม, 
LAB-4/5 และ LAB-4/7 มจีํ านวนปลาตายสะสมไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ(p>0.05) สวนใน
กลุมที่ไมไดฉีด A. hydrophila ไมมกีารตาย จากนั้นนํ าเนื้อเยื่อสวนตางๆของปลาที่ถูกเหนี่ยวนํ าให
เกิดโรคดวย A. hydrophila  มาตรวจหา A. hydrophila โดยใชเทคนิค Immunohistochemistry
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พบวา สามารถตรวจพบ A. hydrophila ในเนือ้เยือ่สวนตางๆของปลาซึ่งมีลักษณะสีนํ้ าตาลใน
เนือ้เยือ่ตางๆ การเกิดสีนํ้ าตาลในเนื้อเยื่อ ดังแสดงในรูปที่ 14

สาเหตุของการเปลี่ยนแปลงวิธีการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคจากวิธีแชมาเปนวิธีฉีดเขาชองทอง
เนือ่งจากขนาดของปลาหลังเลี้ยงในกระชังครบ 60 วัน มีนํ้ าหนักเฉลี่ย 42.21 กรัม ความยาวเฉลี่ย 
15.06 เซนตเิมตร และเลี้ยงในถังนํ้ าปริมาตร 100 ลิตร หากเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธีการแชจะ
ทํ าใหตองเตรียมเชื้อปริมาณมากจึงเห็นวาวิธีการฉีดเปนวิธีที่เหมาะสมกับปลาขนาดของปลาและ
ปลาไดรับเชื้อโดยตรง ปลาที่ไดรับเชื้อจะมีแผลขางลํ าตัวและจะมีจํ้ าเลือดที่อวัยวะภายใน (Camus 
et al., 1998; Cipriano, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 13 ซึง่แตกตางจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดโรคดวยวิธี
แช ซึง่ไมพบแผลบริเวณลํ าตัวแตอวัยวะภายในมีจํ้ าเลือด และเมื่อนํ าเนื้อเยื่อบริเวณตางๆของปลา 
ไปตรวจพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อดวยเทคนิค Immunohistochemistry โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีความจํ าเพาะตอ A. hydrophila (AH-2,IgG2b; AH-29,IgG2a และ AH-
44,IgG2a) พบวา สามารถตรวจพบการติด A. hydrophila ทีบ่ริเวณตางๆของเนื้อเยื่อในเนื้อเยื่อ
ของปลาทุกกลุ มที่ถูก เหนี่ยวนํ  าให  เกิดโรคซึ่ งมีลักษณะเป นสีนํ้  าตาลในเนื้อ เยื่อ  วิธี  
Immunohistochemistry นีเ้ปนวิธีเดียวกับ Gildberg et al. ในป 1998 ใชในการยืนยันวา 
Carnobacterium divergens    สามารถเกาะติดในทางเดินอาหารของปลาไดซึ่งแสดงใหเห็นวา 
C. divergens มคีวามสามารถในการเปนโพรไบโอติก เนื่องจากสามารถตรวจพบ C. divergens 
ไดในเนือ้เยือ่ตางๆของปลา การยืนยันผลดวยวิธีนี้มีตนทุนสูงและผูทํ าตองมีความชํ านาญ ขอดี คือ 
มคีวามถูกตองสูง

9. การวเิคราะหหากรดแลกติกในสวนนํ้ าใสที่ไดจาก LAB-4   โดยวิธี   High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) และ การวเิคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทด16เอสไรโบโซมัล  
ดีเอ็นเอ ของ LAB-4

ตรวจหาความสามารถในการสรางกรดแลกติกและหาปริมาณของกรดแลกติกที่สรางจาก 
LAB-4 ดวยเทคนิค HPLC พบวา หลังการเพาะเลี้ยง LAB-4 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สามารถตรวจพบ
กรดแลกติกได 730 mM ซึง่ขัน้ตอนนี้เปนการระบุวา LAB-4 เปนแบคทีเรียที่สามารถสรางกรดแลก
ติกอันเปนคุณสมบัติสํ าคัญของแบคทีเรียกลุมแลกติกซึง่สอดคลองกับงานวิจัยของ Staniforth et 
al., 1998; Lefebvre et al., 2002; Magnusson et al., 2003 ทีใ่ชเทคนิค HPLC ในการตรวจหา
กรดแลกติกในสารตัวอยาง  จากนัน้ใชเทคนคิทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุลเพื่อวิเคราะหหาลํ าดับ
นวิคลีโอไทดบริเวณ16S rDNA ของ LAB-4 แลวน ําไปเปรียบเทียบกับที่มีรายงานไวใน Genbank 
พบวา ลํ าดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความคลายกับลํ าดับนิวคลีโอไทดของ Weissella confusa โดยมี
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คา E = 0.0 และมีระดับความคลาย(Identities) 99% ซึง่วธิดีงักลาวเปนที่ยอมรับกันอยางกวาง
ขวาง(Kabadjova et al., 2002; Heilig et al., 2002; Magnusson et al., 2003; Japoni et al., 
2004)  ป 2002 Nam et al. รายงานวา W. confusa strain PL9001 มคีวามสามารถในการยับยั้ง 
Helicobacter pylori  ซึง่เปนแบคทีเรียแกรมลบ สาเหตุของโรคกระเพาะอาหารอักเสบและมะเร็ง
กระเพาะอาหาร โดยใชเทคนิคการยอมสีแกรม(Gram staining)และตรวจดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด(SEM) เพือ่ดูความสามารถในการยึดเกาะของ H. pylori บน human 
gastric-cell line MKN-45 cells หลงับมดวยสารปฏิชีวนะ(amoxicillin)  สวนนํ้ าใสของ PL9001
ทัง้ที่ปรับ pH และไมปรับ pH พบวา ปริมาณของ H. pylori ในกลุมที่บมดวยสวนนํ้ าใสของ
PL9001 ที่ไมปรับ pH มปีริมาณนอยกวากลุมที่บมดวยสวนนํ้ าใสของ PL9001 ที่ปรับ pH และที่
บมดวยสารปฏิชีวนะ ตามล ําดับ ดังนั้น W. confusa strain PL9001 จงึมแีนวโนมที่จะเปนโพรไบ
โอติกได

จากผลการทดลองที่กลาวมาทั้งหมดจะเห็นวา Weissella sp. ทีค่ดัเลอืกไดนั้นมีแนวโนม
ทีจ่ะเปนโพรไบโอติกสํ าหรับปลากะพงขาว แตควรเลี้ยงในระบบปดที่มีการหมุนเวียนของโพรไบโอ
ติกตลอดเวลาเนื่องจากการใหโพรไบโอติกตอสัตวนํ้ าควรใหอยางตอเนื่องและหากจะใหผลดีควร
ใหตั้งแตวัยออนโดยเสริมลงไปในอาหาร เชน ในปลากะพงขาววัยออนจะกินอาหารจํ าพวกโรติ
เฟอรหรืออารทีเมีย จึงควรเพาะโรติเฟอรหรืออารทีเมียที่จะนํ าไปเลี้ยงปลาดวยโพรไบโอติกเพื่อให
โพรไบโอติกไปเปนแบคทีเรียประจํ าถิ่นในทางเดินอาหาร ทํ าใหเชื้อกอโรคไมสามารถยึดเกาะบน
เยื่อบุทางเดินอาหารได หากตองการใหโพรไบโอติกกับปลาในชวงวัยรุนซึ่งมีระบบทางเดินอาหาร
ยาว นาจะมกีารปรับจากการใชแบคทีเรียเพียงสายพันธุเดียว(monoculture) ในการผสมกับอาหาร
เลี้ยงปลามาเป นการใช แบคที เ รียที่มีสมบัติ เป นโพรไบโอติกหลายๆสายพันธุ ผสมกัน
(cocktailculture) แลวจงึผสมลงในอาหารเลี้ยงปลาเพื่อไมเปนการปรับแบคทีเรียประจํ าถิ่นในทาง
เดนิอาหารของปลามากเกินไป
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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบ

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

นาท ี) ถาตองการอาหารแข็งเติมวุนผง 10 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร

2. อาหารเหลวทริปติกซอย ( Tryptic soy broth )
ทริปโตน ( Tryptone )                                                            17.0              กรัม
ผงสกัดถั่วเหลือง (Soytone)                                                     3.0             กรัม
เดกซโตส (Dextrose)                                                              2.5                         กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                           5.0                        กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4)                            2.5                        กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.3±0.2
นึง่ฆาเชือ้ทีอุ่ณหภูมิ และความดันมาตรฐาน ถาตองการอาหารแข็งเติมวุนผง 10 กรัมตอ

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

4. อาหารทดสอบการเคลื่อนที่ (Motility medium)
ทริปโตน (Tryptone)                                                                10.0                      กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                             5.0                       กรัม
วุนผง                                                                                        5.0                      กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.2±0.6

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

6. อาหารซมิมอนสซิเตรท (Simmon’s citrate agar)
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)                                            0.2                       กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)                                               1.0                       กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4)                             5.0                       กรัม
โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2)                         2.0                       กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                             5.0                       กรัม
บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue)                                        0.08                      กรัม
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วุนผง                                                                                      15.0                      กรัม
ปรับพีเอชเปน 6.8±0.2

7. อาหารทดสอบนํ้ าตาล (Phenol red broth base)
ผงสกดัจากเนื้อ (Beef extract)                                                 5.0                        กรัม
โปรติโอสเปปโตน เบอร 3 (Proteose peptone No.3)               10.0                        กรัม
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                            5.0                        กรัม
ฟนอลเรด                                                                            0.018                        กรัม
ละลายสวนผสมทั้งหมดในนํ้ า แบงเปนสวนๆเพื่อเติมนํ้ าตาลที่ใชทดสอบ ไดแก อะราบิโน

ส  กลูโคส  ซโูคส แมนนิทอล  แลกโตส  อินโนซิทอล โดยเติม 1 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเปน
6.8±0.2  ใสหลอดดักกาซลงไปในหลอดทดลองเพื่อดูการสรางกาซคารบอนไดออกไซดของเชื้อ
ดวย

8. อาหารที เอส ไอ ( TSI )
เคซีน (Casein)                                                                        10.0             กรัม
เปปโตน ( Peptone )                                                                10.0             กรัม
กลูโคส ( Glucose )                                                                    1.0                     กรัม
แลคโตส ( Lactose )                                                                10.0                กรัม
ซูโครส ( Sucrose )                                                                   10.0                     กรัม
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4. 7H2O)                                                     0.2                     กรัม
โซเดียมคลอไรด ( NaCl )                                                            5.0                      กรัม
โซเดียมไทโอซัลเฟต ( Na2S2O3)                                                   0.3                     กรัม
ฟนอลเรด ( Phenol red )                                                         0.024                    กรัม
วุนผง ( Agar )                                                                          13.0                     กรัม
ปรับพีเอชเปน 7.0 ±0.2
นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน
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ภาคผนวก ข

สียอมและสารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine solution)
ไอโอดีนคริสตอล                                                                     1.0                         กรัม
โพแทสเซียมไอโอไดด (KI)                                                        2.0                        กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                300.0                 มิลลิลิตร
ละลายไอโอดีนและโพแทสเซียมไอโอไดดในนํ้ ากลั่นปริมาณเล็กนอยกอนแลวเติมนํ้ ากลั่น

จนครบ 300.0 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา

2. สารละลายแอมโมเนียมออกซาเลตครสิตอลไวโอเลต (Ammonium oxalate crystal
violet solution)

สารละลาย ก
คริสตอลไวโอเลต (Crystal violet)                                             3.0                        กรัม
95เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                               20.0                 มิลลิลิตร

สารละลาย ข
แอมโมเนียมออกซาเลต (Ammonium oxalate)                          0.8                        กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                  50.0                 มิลลิลิตร
ผสมสารละลาย ก และสารละลาย ข เขาดวยกันกรองกอนนํ าไปใช

3. สารละลายอะซิโตนแอลกอฮอล (Acetone alcohol solution)
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                              400.0               มิลลิลิตร
อะซิโตน (Acetone)                                                                300.0               มิลลิลิตร
ผสมใหเขากันเก็บไวในขวดปดฝาแนน

4. สารละลายซาฟานิน (Safranin solution)
ซาฟานิน (Safranin)                                                                  0.25                     กรัม
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                                10.0               มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                 100.0                มิลลิลิตร
ละลายซาฟานนิดวยเอทิลแอลกอฮอล เติมนํ้ ากลั่นลงไปผสมใหเขากัน นํ าไปกรองกอนใช
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5. สารละลายโคแวกซ (Kovac’s reagent)
พาราไดเมททลิอะมิโนเบนซาดีไฮด                                            3.0                        กรัม
บวิทานอล (Butanol)                                                              75.0                 มิลลิลิตร
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl)                                                25.0                 มิลลิลิตร
ละลายพาราไดเมททิลอะมิโนเบนซาดีไฮดในบิวทานอลที่อุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส 

ทิง้ใหเย็นแลวเติมกรดไฮโดรคลอริกลงไป เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

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

ชา

7. สารละลายทดสอบเมททลิคารบินอล (VP test solution)
สารละลาย ก
แอลฟาแนพทอล (α-napthol)                                                  5.0                 มิลลิลิตร
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                             100.0                มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

สารละลาย ข
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH)                                               40.0                      กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                 100.0                มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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สารเคมีที่ใชในเทคนิค Immunohistochemistry

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

2. Davidson’s fixative
95 เปอรเซ็นต เอทิลแอลกอฮอล                                                 30.0              มิลลิลิตร
100 เปอรเซ็นต ฟอรมาลิน                                                         20.0              มิลลิลิตร
Glacial acetic acid                                                                 10.0               มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                     30.0              มิลลิลิตร

3. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 M,pH 7.2
โซเดียมคลอไรด(NaCl)                                                             8.0                        กรัม
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)                                                        0.2                       กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 )                              0.2                       กรัม                               
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O)                          1.15                     กรัม
ใชนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร

4. สารละลาย 10 เปอรเซ็นต Calf Serum(P1
+ )

Calf serum                                                                             10.0               มิลลิลิตร
PBS                                                                                      100.0               มิลลิลิตร

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

วิธีการจํ าแนกแลกติกแอซิดแบคทีเรียและวิธีนับจํ านวนเซลลมีชีวิต

เขีย่เชือ้บริสทุธิม์าเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง นํ ามาทดสอบทางชีวเคมี

1. การตรวจสอบการติดสีแกรม
เขีย่เชื้อบริสุทธิ์ลงบนแผนสไลด นํ าไปผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง ยอมสีดวยสารละลาย crystal 

violet เปนเวลา 1 นาที เอียงสไลด เทสทีิง้พรอมทั้งหยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที เทสาละ
ลายไอโอดนีทิง้ พรอมทั้งหยดแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลางสีออกนาน 10-20 วินาที     ลาง
แผนสไลดดวยนํ้ ากลั่นแลวจึงยอมสีดวยสารละลาย Safranin O เปนเวลา 1 นาที ลางสีดวยนํ้ า
กล่ันอีกครั้งซับแผนสไลดใหแหง นํ าไปตรวจดูลักษณะเซลล การจัดเรียงตัวโดยใชกลองจุลทรรศน
ก ําลังขยาย 1,000 เทา

2. การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส
นํ าเชื้อบริสุทธิ์ที่เลี้ยงไว 18-24 ชั่วโมง มาเขี่ยลงบนกระดาษกรองที่หยดสารละลาย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด(H2O2) 3 เปอรเซ็นต 2-3 หยด โคโลนทีีเ่กดิฟองอากาศ แสดงวาแบคทีเรีย
นัน้ใหผลบวก โดยใช Bacillus aureaus ทีไ่ดรับจากหองปฏิบัติการจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเชื้อควบคุมในการใหผลทดสอบคะตะเลสผลบวก สวนโคโลนีที่ไม
เปลี่ยนแปลงจะใหผลลบ

3. การทดสอบการสรางกาซคารบอนไดออกไซด
เขีย่เชือ้บริสทุธิล์งในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่ว

โมง เผา loop ใหรอนแดงจุมลงไปในหลอดเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรียกลุม Homofermentative จะไมพบ
ฟองกาซคารบอนไดออกไซด ถาเปนแบคทีเรียกลุม Heterofermentative จะพบฟองกาซ
คารบอนไดออกไซด
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4. การทดสอบเมดทิลเรด (MR test)
เขี่ยเชื้อ 1 โคโลน ี ลงในอาหารเหลว MR-VP 0.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซยีส นาน 18 ชั่วโมง หยด methyl red ลงไป 1 หยด โดยผลบวกจะเห็นสีแดงสด ผลลบจะเปน
สเีหลืองหรือสม

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

โมง ถายเชื้อมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปลอดเชื้อ เติม 5 เปอรเซ็นต α-narphthol solution 0.6 
มลิลิลติร และ 40 เปอรเซ็นต KOH เขยาใหเขากัน โดยผลบวกจะเห็นสีแดงภายใน 5 นาที ผลลบ
จะเปนสีเหลือง

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

Kovacs’ reagent 0.5 มลิลิลิตร โดยผลบวกจะเห็นสีแดงที่ผิวชั้นบน ผลลบไมเกิดสี

7. การทดสอบการใชซิเตรท(Citrate utilization test)
เพาะเชือ้ลงบนผวิอาหารวุนที่เอียง(Simmons’ Citrate agar) โดยใชเข็มเขี่ยทํ าเชื้อเปนจุด 

บมทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยผลบวกจะมีการเจริญอาหารเปลี่ยนสีจาก
เขยีวเปนนํ้ าเงิน ผลลบจะไมมีการเจริญ สีของอาหารไมเปลี่ยนแปลง

8. การทดสอบการยอยเอ็ซคูลิน(Esculin hydrolysis test)
เตรียม Bile-Esculin agar ใสหลอดทํ าใหเอียง(slant) เพาะเชื้อโดยการขีดไปขีดมา

(streak) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยผลบวกอาหารจะมีสีดํ า ผลลบ
อาหารไมเปลี่ยนสี

9. การทดสอบความสามารถในการใชนํ้ าตาลชนิดตางๆ
ถายเชื้อแบคทีเรียที่จะทดสอบลงในอาหารทดสอบนํ้ าตาล(ภาคผนวก ก. หมายเลข 7) 

สงัเกตการเปลี่ยนสีของฟนอลเรดจากสีแดงเปนสีเหลือง บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจผล
ทกุวันจนครบ 7 วัน
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10. การทดสอบความสามารถในการทนโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนตางๆ
อบโซเดียมคลอไรดที ่ 110 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง นํ าไปเติมลงในอาหารเหลว 

MRS ที่มบีรอมเครเซิล เพอเพิล เปนอินดเิคเตอรใหมีความเขมขนตางๆ คือ 2, 4, 6, 8, 10, 12 
เปอรเซน็ต(นํ้ าหนักตอปริมาตร) pH 6.5-6.8 บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ตรวจผลการ
เจริญ สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง

11. การทดสอบความสามารถในการทนเกลือนํ้ าดีที่มีความเขมขนตางๆ
เตมิเกลือนํ้ าดีผงสํ าเร็จของ Difco เตมิลงในอาหารเหลว MRS ที่มบีรอมเครเซิล เพอเพิล 

เปนอินดเิคเตอรใหมีความเขมขนตางๆ คือ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1 เปอรเซ็นต(นํ้ าหนักตอปริมาตร) 
pH 6.5-6.8 บมที ่ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ตรวจผลการเจริญ สังเกตการเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลว MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง

12. การนบัเซลลที่มีชีวิตทั้งหมด(Total viable cell count) โดยวิธี Spread plate
นํ าตัวอยางทดสอบที่ตองการหาจํ านวนเชื้อมาทํ าใหเจือจางเปนลํ าดับ(1:10) ในนํ้ าเกลือ

ปลอดเชือ้ 0.85 เปอรเซ็นต แลวนํ าเชื้อในแตละหลอดที่มีความเจือจางตางๆ จํ านวน 0.1 มิลลิลิตร 
หยดลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ใชแทงแกวรูปสามเหลี่ยมปาดใหกระจายทั่วไปบน
จานเพาะเชือ้ ทิง้ไวจนกวาจะแหง ควํ่ าจานเพาะเชื้อ นํ าเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง นับโคโลนบีนจานเพาะเชื้อ
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ภาคผนวก ง

ขอมูลการทดลอง

1. แผนผงักระชังในบอทดลองสํ าหรับเลี้ยงปลากะพงขาว

กระชังที่ 1-6 กลุมควบคุม
กระชังที่ 7-12 กลุมทดลอง LAB-4/5
กระชังที่ 13-18 กลุมทดลอง LAB-4/7
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2. กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแลกติกทีใ่ชวิเคราะห HPLC

รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแลกติกทีค่วามเขมขนตางๆ

3. ลํ าดับนิวคลีโอไทด

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

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

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

Query: 61   gagtggcgaacgggtgagtaacacgtgggaaacctacctcttagcaggggataacatttg 120
                   | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 89    gagtggcgaacgggtgagtaacacgtgggaaacctacctcttagcaggggataacatttg 148

0
20000
40000
60000
80000

100000
120000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
ความเขมขน(mM)

พื้น
ที่



96

Query: 121  gaaacagatgctaataccgtataacaatgacaaccgcatggttgttatttaaaagatggt 180
                     | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
Sbjct: 149   gaaacagatgctaataccgtataacaatgacaaccgcatggttgttatttaaaagatggt 208

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

การวิเคราะหผลทางสถิติ

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

22:00 Saturday, January 11, 1997

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

Probit Analysis on CONC

        Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                       Lower       Upper

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

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

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

Probit Procedure
Probit Analysis on CONC

                     Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                      Lower       Upper

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

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

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

Probit Analysis on CONC

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

Probit Procedure
Probit Analysis on CONC

                     Probability            CONC 95 Percent Fiducial Limits
                                                       Lower       Upper

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

  23:03 Saturday, January 11, 1997   1

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

23:03 Saturday, January 11, 1997   3

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    5        0.50569444        0.10113889      2.36        0.0492

Error                   66        2.82416667        0.04279040

Corrected Total         71        3.32986111

              R-Square               C.V.               Root MSE           WEIGHT Mean

              0.151867             34.39678            0.20685842           0.60138889

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

GR                       5            0.50569444       0.10113889      2.36     0.0492

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.04279

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

                            Number of observations in by group = 72



109

The SAS System
 21:28 Saturday, January 18, 1997  14

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    5          0.24569444         0.04913889      0.54     0.7438

Error                   66          5.98416667         0.09066919

Corrected Total         71          6.22986111

                  R-Square                 C.V.         Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.039438                41.61258     0.30111325           0.72361111

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

GR                       5             0.24569444     0.04913889      0.54     0.7438

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.090669

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    5           1.60569444        0.32113889      4.15     0.0025

Error                   66           5.11083333        0.07743687

Corrected Total         71           6.71652778

                  R-Square               C.V.          Root MSE            WEIGHT Mean

                  0.239066              43.27384       0.27827481           0.64305556

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

GR                       5          1.60569444         0.32113889      4.15     0.0025

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.077437

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            0.9667     12  4

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    5        1.59736111           0.31947222      2.03     0.0859

Error                   66       10.39250000           0.15746212

Corrected Total         71       11.98986111

                  R-Square                  C.V.         Root MSE          LENGTH Mean

                  0.133226                 11.66626      0.39681497         3.40138889

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

GR                       5             1.59736111      0.31947222      2.03     0.0859

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.157462

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    5          1.18111111        0.23622222      1.23     0.3040

Error                   66         12.65166667        0.19169192

Corrected Total         71         13.83277778

                  R-Square                C.V.             Root MSE        LENGTH Mean

                  0.085385               11.73622         0.43782636        3.73055556

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

GR                       5           1.18111111        0.23622222      1.23     0.3040

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.191692

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                 Class    Levels    Values

                                 GR            6    0 1 2 3 4 5

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    5          2.18291667         0.43658333      1.74     0.1388

Error                   66         16.60583333         0.25160354

Corrected Total         71         18.78875000

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.116182              13.07104       0.50160097           3.83750000

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

GR                       5             2.18291667      0.43658333      1.74     0.1388

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                               Alpha= 0.05  df= 66  MSE= 0.251604

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

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

23:37 Saturday, January 11, 1997   1

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

23:37 Saturday, January 11, 1997   7

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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



127

The SAS System
  23:37 Saturday, January 11, 1997   9

                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

                        1121     2       5      45      22.49     11.6
                        1122     2       6      45      14.63     10.6
                        1123     2       7      45      28.68     13.3
                        1124     2       8      45      16.84     10.7
                        1125     2       9      45      10.62      9.2
                        1126     2      10      45       5.03      7.8
                        1127     2      11      45       6.62      8.7
                        1128     2      12      45       9.31      9.4
                        1129     2      13      45      11.35     10.5
                        1130     2      14      45      12.43     10.7
                        1131     2      15      45       5.81      8.2
                        1132     2      16      45       6.16      8.2
                        1133     2      17      45      52.06     17.0
                        1134     2      18      45       4.74      7.6
                        1135     2       1      45       9.22      9.5
                        1136     2       2      45      17.41     11.5
                        1137     2       3      45       6.74      8.0
                        1138     2       4      45      25.96     14.2
                        1139     2       5      45      21.26     12.5
                        1140     2       6      45      15.61     11.2
                        1141     2       7      45       7.02      8.5
                        1142     2       8      45      25.10     13.7
                        1143     2       9      45      29.03     13.0
                        1144     2      10      45       5.00      7.5
                        1145     2      11      45      18.40     11.5
                        1146     2      12      45       8.83      9.0
                        1147     2      13      45      15.90     11.3
                        1148     2      14      45      14.18     11.8
                        1149     2      15      45       5.09      7.4
                        1150     2      16      45      27.66     13.5
                        1151     2      17      45      11.61     10.2
                        1152     2      18      45       8.06      8.5
                        1153     2       1      45      29.32     13.5
                        1154     2       2      45      34.15     14.0
                        1155     2       3      45      13.29     10.4
                        1156     2       4      45      39.72     14.6
                        1157     2       5      45      72.78     18.5
                        1158     2       6      45      27.69     13.5
                        1159     2       7      45      49.23     15.6
                        1160     2       8      45      31.93     15.0
                        1161     2       9      45      28.90     13.0
                        1162     2      10      45      12.70      9.7
                        1163     2      11      45      28.67     13.8
                        1164     2      12      45      28.56     13.7
                        1165     2      13      45      14.63     11.0
                        1166     2      14      45       4.33      7.2
                        1167     2      15      45      11.20      9.7
                        1168     2      16      45      28.78     13.3
                        1169     2      17      45      21.63     12.7
                        1170     2      18      45      20.32     12.6
                        1171     2       1      45      11.62     10.4
                        1172     2       2      45      15.28     10.9
                        1173     2       3      45       6.72      7.7
                        1174     2       4      45       6.33      8.6
                        1175     2       5      45       3.18      6.6
                        1176     2       6      45       4.28      6.5
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                        1177     2       7      45      27.94     12.8
                        1178     2       8      45      17.92     11.6
                        1179     2       9      45       9.34      9.5
                        1180     2      10      45      13.07     10.8
                        1181     2      11      45      34.55     15.0
                        1182     2      12      45      22.24     12.0
                        1183     2      13      45      15.49     11.0
                        1184     2      14      45      16.13     11.0
                        1185     2      15      45       3.60      6.5
                        1186     2      16      45      18.61     11.7
                        1187     2      17      45      17.85     11.4
                        1188     2      18      45      24.63     12.7
                        1189     3       1      45      32.40     14.0
                        1190     3       2      45      16.79     11.2
                        1191     3       3      45      17.66     11.5
                        1192     3       4      45      17.47     10.0
                        1193     3       5      45      26.62     13.0
                        1194     3       6      45      26.66     13.0
                        1195     3       7      45       5.80      7.5
                        1196     3       8      45      22.24     11.8
                        1197     3       9      45      14.93     11.0
                        1198     3      10      45      21.08     11.5
                        1199     3      11      45      30.66     14.4
                        1200     3      12      45      22.04     12.5
                        1201     3      13      45      33.54     14.5
                        1202     3      14      45       6.30      7.8
                        1203     3      15      45       5.58      7.0
                        1204     3      16      45       6.89      8.5
                        1205     3      17      45      16.39     11.5
                        1206     3      18      45       9.84      9.2
                        1207     3       1      45      38.82     14.6
                        1208     3       2      45      13.90     10.2
                        1209     3       3      45      10.63      9.7
                        1210     3       4      45      17.94     11.4
                        1211     3       5      45      25.60     13.0
                        1212     3       6      45      20.50     11.8
                        1213     3       7      45      15.56     11.6
                        1214     3       8      45       5.21      7.6
                        1215     3       9      45      24.69     12.7
                        1216     3      10      45      12.54     10.5
                        1217     3      11      45      24.13     12.3
                        1218     3      12      45      16.57     11.2
                        1219     3      13      45      23.59     12.6
                        1220     3      14      45       8.40      9.0
                        1221     3      15      45       8.76      9.2
                        1222     3      16      45      15.83     11.7
                        1223     3      17      45       5.92      7.7
                        1224     3      18      45      21.88     11.6
                        1225     3       1      45      10.07      9.3
                        1226     3       2      45       7.54      8.3
                        1227     3       3      45      14.82     11.0
                        1228     3       4      45      14.43     10.7
                        1229     3       5      45       6.29      8.2
                        1230     3       6      45      28.03     13.4
                        1231     3       7      45      19.33     12.3
                        1232     3       8      45      11.03      9.8
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

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



144

The SAS System
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                         OBS    GR    SUBGR    TIME    WEIGHT    LENGTH

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

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

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    2           6.45364136        3.22682068      1.69     0.1867

Error                  321         614.01274630        1.91281229

Corrected Total        323         620.46638765

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.010401              46.29964       1.38304457           2.98716049

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

GR                       2           6.45364136        3.22682068      1.69     0.1867

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 1.912812

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .3703 .3898

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    2         15.86754136         7.93377068      1.55     0.2136

Error                  321       1641.67182037         5.11424243

Corrected Total        323       1657.53936173

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.009573             61.75857         2.26146909          3.66179012

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

GR                       2            15.86754136      7.93377068      1.55     0.2136

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

GR                       2              15.86754136    7.93377068      1.55     0.2136

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 5.114242

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .6055 .6374

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    2          30.59951173       15.29975586      0.51     0.6017

Error                  321        9653.43194352       30.07299671

Corrected Total        323        9684.03145525

                  R-Square                C.V.         Root MSE            WEIGHT Mean

                  0.003160             65.73626         5.48388518          8.34225309

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

GR                       2            30.59951173     15.29975586      0.51     0.6017

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                               Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 30.073

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  1.468 1.546

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    2         1196.33006728     598.16503364      3.15     0.0442

Error                  321        60953.28614352     189.88562662

Corrected Total        323        62149.61621080

                  R-Square                C.V.           Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.019249              63.63226      13.77989937          21.65552469

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

GR                       2            1196.3300672   598.16503364      3.15     0.0442

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

GR                       2            1196.33006728  598.16503364      3.15     0.0442

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 189.8856

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  3.689 3.884

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            24.369    108  1

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: WEIGHT

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

Model                    2         244.00681667      122.00340833      0.22     0.8014

Error                  321      176763.65908056      550.66560461

Corrected Total        323      177007.66589722

                  R-Square              C.V.             Root MSE          WEIGHT Mean

                  0.001379             55.61593       23.46626525          42.19342593

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

GR                       2             244.006816    122.00340833      0.22     0.8014

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: WEIGHT

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 550.6656

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  6.283 6.614

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            42.901    108  1
                                        A
                                        A            42.708    108  2
                                        A
                                        A            40.971    108  3
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The SAS System
  03:05 Sunday, January 19, 1997   2

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    2           0.85851852        0.42925926      0.47     0.6236

Error                  321         291.35120370        0.90763615

Corrected Total        323         292.20972222

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.002938              15.57783        0.95269940          6.11574074

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

GR                       2               0.85851852    0.42925926      0.47     0.6236

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

GR                       2               0.85851852    0.42925926      0.47     0.6236

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 0.907636

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .2551 .2685

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A            6.1806    108  2
                                        A
                                        A            6.1120    108  1
                                        A
                                        A            6.0546    108  3



157

The SAS System
   03:05 Sunday, January 19, 1997   4

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    2            2.04388889       1.02194444      0.62     0.5363

Error                  321          525.51833333       1.63712876

Corrected Total        323          527.56222222

                  R-Square               C.V.            Root MSE          LENGTH Mean

                  0.003874             19.17125        1.27950333           6.67407407

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

GR                       2             2.04388889      1.02194444      0.62     0.5363

Source                  DF             Type II        Mean Square   F Value     Pr > F

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 1.637129

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .3426 .3606

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    2          0.63432099         0.31716049      0.10     0.9014

Error                  321        980.47342593         3.05443435

Corrected Total        323        981.10774691

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.000647              20.53352        1.74769401          8.51141975

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

GR                       2             0.63432099      0.31716049      0.10     0.9014

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

GR                       2               0.63432099    0.31716049      0.10     0.9014

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 3.054434

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .4679 .4926

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

                            Number of observations in by group = 324

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    2           89.21154321      44.60577160      6.77     0.0013

Error                  321         2115.92212963       6.59165772

Corrected Total        323         2205.13367284

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.040456               21.83721      2.56742239          11.75709877

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

GR                       2            89.21154321     44.60577160      6.77     0.0013

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

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 6.591658

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .6874 .7236

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

                                        A           12.4778    108  1

                                        B           11.5500    108  2
                                        B
                                        B           11.2435    108  3

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   GR            3    1 2 3

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

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: LENGTH

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

Model                    2           24.12960741      12.06480370      1.51     0.2230

Error                  321         2568.69824815       8.00217523

Corrected Total        323         2592.82785556

                  R-Square                C.V.           Root MSE          LENGTH Mean

                  0.009306              18.78523       2.82881163          15.05870370

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

GR                       2              24.12960741   12.06480370      1.51     0.2230

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

GR                       2              24.12960741   12.06480370      1.51     0.2230

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

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

                                General Linear Models Procedure

                       Duncan's Multiple Range Test for variable: LENGTH

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

                              Alpha= 0.05  df= 321  MSE= 8.002175

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  .7574 .7973

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  GR

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

23:57 Saturday, January 11, 1997   1

                                        OBS    A    DATA

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

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

                                General Linear Models Procedure
                                    Class Level Information

                                   Class    Levels    Values

                                   A             3    1 2 3

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

                                General Linear Models Procedure

Dependent Variable: DATA

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

Model                    2       61.00000000         30.50000000      0.69     0.5188

Error                   15      667.00000000         44.46666667

Corrected Total         17      728.00000000

        R-Square                   C.V.                Root MSE            DATA Mean

        0.083791                 20.20707              6.66833313          33.00000000

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

A                        2         61.00000000        30.50000000      0.69     0.5188

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

A                        2          61.00000000       30.50000000      0.69     0.5188

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

                                General Linear Models Procedure

                        Duncan's Multiple Range Test for variable: DATA

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

                               Alpha= 0.05  df= 15  MSE= 44.46667

                                  Number of Means     2     3
                                  Critical Range  8.206 8.602

                  Means with the same letter are not significantly different.

                          Duncan Grouping              Mean      N  A

                                        A            35.167      6  1
                                        A
                                        A            33.167      6  2
                                        A
                                        A            30.667      6  3
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาว ทศพร  เรืองรักษลิขิต เกิดเมื่อวันที่ 20 ตุลาคม 2524 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
ในปการศึกษา 2541-2544 ศึกษาในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตพระราชวังสนาม
จันทร และในปการศึกษา 2545 ไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา
เทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

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

ชีวภาพแหงประเทศไทย คร้ังที่ 16 เร่ือง นวัตกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ : หนึง่ทางเลือก
เพื่อยกระดับสูครัวของโลก ในหัวขอ “แลกติกแอซิดแบคทีเรียที่ใชเปนโพรไบโอติก
ส ําหรับปลากะพงขาว Lates calcarifer”
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