
บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

1. กุงกุลาดํ า
1.1 ลูกกุงกลุาด ําระยะโพสตลาวา (post larva) ที่อนุบาลในโรงเพาะฟก
1.2 กุงกลุาดํ าระยะวัยรุน (juvenile) ที่เลี้ยงในบอดิน

2. สารเคมี
2.1 สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหคุณภาพนํ้ า  (ภาคผนวก ก)
2.2 สารเคมีและสียอมสํ าหรับเทคนิคอิมเพรสชั่นเสมียร (ภาคผนวก ก)
2.2 สารเคมแีละสียอมสํ าหรับเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา (ภาคผนวก ก)
2.3 สารเคมสํี าหรับศึกษาดวยเทคนิคพีซีอาร (ภาคผนวก ก)
2.4  สารเคมสํี าหรับเทคนิคทางจุลทรรศนอิเลคตรอน(ภาคผนวก ก)

3. อาหารสํ าหรับกุงกุลาดํ า
อาหารผงและอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปเบอร 1-4 สํ าหรับเลี้ยงกุงกุลาดํ า, อารทีเมียโตเต็มวัย

แบบแชแข็ง   อาหารสดสํ าหรับเลี้ยงกุง ไดแก เนื้อหอยแครงบดละเอียด

อุปกรณ

1. อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงกุงทดลอง
1.1 ถงัทดลอง ถงัไฟเบอรกลาส ขนาด  100 ลิตร ถังทดลองดังกลาวจัดวางตามแผนการ

ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD)
1.2 อุปกรณระบบใหอากาศ ประกอบดวยเครื่องใหอากาศ  สายยาง  หัวทราย
1.3 อุปกรณระบบกรองและเปลี่ยนถายนํ้ า ประกอบดวยทอนํ้ า  แผนกรองตะกอน          

ถงัรองรบัตะกอน สายยางดูดตะกอน  สายยางเปลี่ยนถายนํ้ า
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2. อุปกรณทีใ่ชในการเก็บตัวอยางกุงกุลาดํ าในบอดิน
 2.1 อุปกรณขนยายกุง  ไดแก  ถังความจุนํ้ า 20 ลิตร
 2.2 แห ขนาดตาถี่ 1.0 เซนติเมตร
 2.3 เครื่องใหอากาศแบบใชกับแบตเตอรี่ 12 โวลต

3. อุปกรณวิเคราะหคุณภาพนํ้ า
1.1 ขวดเก็บนํ้ าสํ าหรับวิเคราะห  ขนาด 250 มิลลิลิตร
1.2 อุปกรณวิเคราะหปริมาณออกซิเจนที่ละลายนํ้ า (dissolve oxygen, DO)  ไดแกเครื่อง 

DO meter ของ YSI modek 57
1.3 อุปกรณวัดคาความเปนกรด-ดาง ไดแก เครื่อง pH meter รุน Denver Instrument. 

Basic
1.4 อุปกรณวัดความเค็ม ไดแก hand refractometer รุน ATAGO S-28E
1.5 อุปกรณวัดอุณหภูมินํ้ า ไดแก เทอรโมมิเตอร
1.6 อุปกรณเครื่องแกวสํ าหรับวิเคราะหคาความเปนดาง (alkalinity) ไดแกขวดรูปชมพู 

บิวเรตและบีกเกอร

4. อุปกรณสํ าหรับตรวจสอบการเจริญเติบโตของกุง
4.1 เครือ่งชัง่ไฟฟาทศนิยม 4 ตํ าแหนง (Sartorius Basic. BA310S)
4.2 เวอรเนียคาลิปเปอร
4.3 ถงัพลาสติกขนาด 3 ลิตร และสวิงสํ าหรับชอนกุง

5. อุปกรณศกึษาการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยวิธี Impression smear
4.1 สไลด ขนาด 25.4×76.2 มลิลิเมตร และแผนปดสไลดขนาด 24×50 มลิลิเมตร
4.2 ชดุอปุกรณผาตัด ไดแก กรรไกร มีดผาตัด ปากคีบ และตะเกียง
4.3 ชดุอุปกรณสียอมตามวิธีของ Vickers และคณะ (1993) (ภาคผนวก ก)
6.2 กลองถายภาพ ของ Olympus รุน AX70 และกลองจุลทรรศน ของ Olympus รุน C-

35 AD
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6. อุปกรณศึกษาพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อ
6.1 ขวดส ําหรับดองตัวอยางเนื้อเยื่อกุง ขนาด 30 มิลลิลิตร, 250 มิลลิลิตร และ 1000
      มิลลิลิตร
6.2 ชดุอปุกรณผาตัด ไดแก กรรไกร มีดผาตัด ปากคีบ และตะเกียง
6.3 เครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ของ Technicon   

Corporation รุน Mod. 2A Autotechnicon Mono
6.4 เครือ่งตัดชิ้นเนื้อเยื่อ (microtome) ของ Jung AG Heidelberg
6.5 ตูควบคุมอุณหภูมิ (Incubator)
6.6 อางนํ้ าอุน (warm bath)
6.7 เตารอน (hot plate)
6.8 สไลด ขนาด 25.4×76.2 มลิลิเมตร และแผนปดสไลดขนาด 24×50 มลิลิเมตร
6.9 กลองถายภาพ ของ Olympus รุน AX70 และกลองจุลทรรศน ของ Olympus รุน     

C-35 AD

7. อุปกรณเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาทางชีวโมเลกุลดวยเทคนิคพีซีอาร  (Polymerase 
Chain Reaction : PCR)

7.1 เครือ่งควบคุมอุณหภูมิสํ าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycle,MJ
                  Research,PTC 100)

7.2 อุปกรณสํ าหรับแยกดีเอ็นเอดวยอิเลคโตรโฟริซิสพรอมชุดควบคุมกระแสไฟ (Scie-
                  Plas,PSU 400/600)

7.3 เครื่อง UV light transilluminator สํ าหรับตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ (VL Viber Lourmat,
                  TFX-20M)

7.4 เครือ่งหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิได (Beckman, Avanti TM 30 centrifuge ) และ
                  เครือ่งหมนุเหวีย่งขนาดเล็ก (IWAKI Inc. Ltd, IWAKI Centrifuge Micro 6 HG)

8. อุปกรณเตรียมตัวอยางทางจุลทรรศนอิเลคตรอน
8.1 เครือ่งตบแตงแทงพสาติก (EM Trim) ของ Leica รุน  702601
8.2 เครือ่งทํ ามีดแกว (EM KMR) ของ Leica
8.3 เครือ่งตัดเนื้อเยื่อแบบบางเปนพิเศษ (ultramicrotome) ของ Leica   รุน 706201
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8.4 แทงแกว (glass strip) ขนาดยาว 400 มิลลิเมตร กวาง 25 มิลลิเมตร หนา  8
มิลลิเมตร

8.5 อุปกรณติดมีดแกว (knive boat) สํ าหรบัลอยตัวอยางชิ้นเนื้อเยื่อ
8.6 กริดส ําหรับวางตัวอยาง
8.7 กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope) ของ
      Jeol  รุน JEM – 100 CX-II

วธิกีารศึกษา

1. การเปลีย่นแปลงการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในลูกกุงกุลาดํ าระยะโพสตลาวาในโรงเพาะฟก

-การเก็บตัวอยาง

สํ ารวจลกูกุงและเก็บตัวอยางลูกกุงตั้งแตระยะไขจนถึงระยะโพสตลาวา 10 (PL10) จาก
โรงเพาะฟกในเขตอํ าเภอละงู จังหวัดสตูล  เพื่อตรวจสอบอัตราการพบเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในลูกกุงใน
ชวงอายุตางๆ  โดยเก็บตัวอยางลูกกุงแตละระยะที่กํ าหนดคือ ระยะนอเพลียส ซเูอีย ไมซิส      
โพสตลาวา1 โพสตลาวา5 และโพสตลาวา10 จํ านวนบอละ 100 ตัวเพื่อเตรียมเปนสไลดถาวร
สํ าหรบัตรวจสอบอัตราการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี   นํ าตัวอยางลูกกุงจํ านวน 50 ตัวมาทํ าสไลดถาวร
เพือ่ตรวจสอบการติดเชื้อ  โดยนํ าไปดองในนํ้ ายาเดวิดสัน (Davidson’s Fixative) แลวนํ าไปผาน
ข้ันตอนการเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อสํ าหรับการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา ตามวิธีการของ Bancroft 
(1967) โดยผานขัน้ตอนการดึงนํ้ าออกจากตัวอยาง เพื่อฝงลงในพาราฟน (paraffin) แลวตัดใหมี
ความหนา 2-7 ไมโครเมตร เพื่อเตรียมเปนสไลดถาวร โดยยอมดวยสีฮีมาท็อกซิลินและอีโอซิน และ
ตรวจหาเปอรเซ็นตของลูกกุงที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยกลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด (compound 
microscope)

ในกรณีที่นํ าลูกกุงมาตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา แลว
ไมพบการตดิเชื้อจะทํ าการยืนยันผลอีกครั้ง โดยการนํ ากุงอีก 50 ตัว ไปตรวจสอบดวยเทคนิค PCR 
ตามวธิกีารของ Belcher และ Yong (1998) ศึกษาอัตราการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีของกุงในแตละบอ
จากโรงเพาะฟกตางๆ
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2. การเปลีย่นแปลงการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ าระยะวัยรุน (juvenile) ที่เลี้ยงในบอ
ดิน

- การส ํารวจ และคัดเลือกตัวอยาง

สํ ารวจลกูกุงจากบออนุบาลที่อยูในระยะโพสตลาวา  (post larva) 10-15 ที่มีการติดเชื้อไว
รัสเอม็บีวรีะหวาง 70 – 100 เปอรเซ็นต เพื่อติดตามลูกกุงที่มีเปอรเซ็นการติดเชื้อในระดับที่กํ าหนด
ไวกอนทีเ่กษตรกรจะนํ าไปลงเลี้ยงในบอดิน  โดยเก็บตัวอยางลูกกุงระยะโพสตลาวาจาก โรงเพาะ
ฟกในเขตอ ําเภอสทิงพระ จังหวัดสงขลา จํ านวนบอละ 200 ตัวเพื่อเตรียมเปน สไลดถาวรสํ าหรับ
ตรวจสอบอัตราการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี   โดยน ําตวัอยางลูกกุงจํ านวน100 ตัวมาตรวจสอบการติด
เชือ้ดวยวิธีอิมเพรสชั่นเสมียร (impression smear) ตามวิธีการของ Vickers และคณะ (1993) 
และตัวอยางลูกกุงอีก 100 ตัว น ําไปตรวจวินิจฉัยดวยทางเนือ้เยือ่วิทยา ตามวิธีการของ Bancroft 
(1967)    ตรวจหาเปอรเซน็ตของลูกกุงที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวย กลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด 
(compound microscope)

- การเก็บตัวอยาง และวิเคราะหผล

เมื่อเกษตรกรซื้อลูกกุงจากบออนุบาลที่คัดเลือกแลวดังขางตนไปเลี้ยงในบอดินแลวจึงทํ า
การสุมลูกกุงจากแตละบอจํ านวน 200 ตัว ทุกๆ 1 เดือนจนกระทั่งจับขาย เพื่อตรวจสอบนํ้ าหนัก
เฉลี่ยตอตัว ความยาว และตรวจวัดปริมาณของเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยวิธี impression smear 
(Vickers et al., 1993) จ ํานวน 100 ตัว และวิธีการศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา (Bancroft,1967) 
จ ํานวน 100 ตัว

ตรวจวดัคณุภาพนํ้ าทุกครั้งที่เก็บตัวอยางกุงในแตละบอ ไดแก ความเค็มโดยใชเครื่องวัด
การหักเหแสง (refractometer)   คาความเปนกรด-ดางดวยพีเอชมิเตอร และวัดคาอัลคาไลนิต้ี 
(alkalinity) และคาแอมโมเนีย (ammonia) ตามวิธีการของ Boyd (1990)   เปรียบเทียบคา  สัม
ประสิทธความแปรปรวน(coefficiency of variation)  ของความยาวและนํ้ าหนักกุงในแตละบอที่
ระยะตางๆกับเปอรเซ็นตการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีที่ตรวจพบในระหวางชวงการเลี้ยงโดยการคํ านวณ
คาความถดถอยเชิงเสน (linear regression) และคาสหสัมพันธ (correlation)        (มลัลิกา, 
2542)
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3. ศกึษาผลของอาหารชนิดตางๆตอการเปลี่ยนแปลงการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า

- การเตรียมและคัดเลือกสัตวทดลอง

คัดเลอืกลกูกุงจากบออนุบาลที่อยูในระยะโพสตลาวา  (post larva) 10-15 ทีม่ีการติดเชื้อ
ไวรัสเอม็บีวรีะหวาง 70 – 100 เปอรเซ็นต โดยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา(Bancroft,1967)  จํ านวน 
100 ตัวและ เพื่อตรวจสอบการติดเชื้อดวยเทคนิคอิมเพรสชั่นเสมียร (impression smear) 
(Vickers et al., 1993) จ ํานวน 100 ตัว เพื่อนํ ามาศึกษาปจจัยดานอาหารที่มีตอการติดเชื้อไวรัส
เอ็มบีวี

-  ชดุการทดลอง และการเก็บตัวอยาง

น ําลกูกุงจากโรงเพาะฟกที่คัดเลือกแลวลงเลี้ยงในถังไฟเบอรขนาด 100 ลิตร  ในระบบนํ้ า
ไหลหมนุเวยีนทีม่ีการใหอากาศตลอดเวลา  แบงเปน 3 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 5 ซํ้ า ที่
ความหนาแนน 500 ตัวตอนํ้ า 80 ลิตร ในชุดการทดลองที่ 1 เลี้ยงกุงดวยอาหารเม็ดสํ าเร็จรูปเบอร 
1  และ  2      ชุดการทดลองที่ 2  เลีย้งกุงดวยอารทีเมียโตเต็มวัย  และชุดการทดลองที่ 3  ให
อาหารสด  เลีย้งเปนเวลา 10 สัปดาห ทุกชุดการทดลองใหอาหารจนกุงกินหมดพอดีวันละ 4 คร้ัง 
ดูดตะกอน และอาหารเหลือออกทุกวัน เปลี่ยนถายนํ้ าทุก 2 สัปดาห และทุก 2 สัปดาห เก็บตัว
อยางจ ํานวน 100 ตัวในแตละชุดการทดลอง แลวนํ ามาตรวจสอบอัตราการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีโดย
น ํากุงจ ํานวน 50 ตัวมาตรวจสอบการติดเชื้อดวยวิธีอิมเพรสชั่นเสมียร (Vickers et al., 1993)  และ 
อีก 50 ตัวน ํามาดองดวยนํ้ ายาเดวิสันเพื่อเตรียมเปนสไลดเนื้อเยื่อถาวร ศึกษาอัตราการติดเชื้อไว
รัสเอ็มบีวีของกุงในแตละชุดการทดลองดวยกลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด และเปรียบเทียบคา
เฉลีย่เปอรเซ็นตการติดเชื้อดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

4. ศกึษาผลของความเครียดตอการเปลี่ยนแปลงการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีในกุงกุลาดํ า

- การเตรียมและคัดเลือกสัตวทดลอง

คัดเลือกลูกกุงจากบออนุบาลที่อยูในระยะโพสตลาวา 10-15 ทีม่ีการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี
ระหวาง 30 – 70 เปอรเซ็นต   โดยเกบ็ตัวอยางลูกกุงระยะโพสตลาวาจากโรงเพาะฟกในเขต
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อํ าเภอสทงิพระ จังหวัดสงขลา จํ านวนบอละ 100 ตัว เพื่อเตรียมเปนสไลดถาวรสํ าหรับตรวจสอบ
อัตราการตดิเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา ตามวิธีการของ Bancroft (1967) และ
ตรวจหาเปอรเซ็นตของลูกกุงที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยกลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด (compound 
microscope)

- ชดุการทดลอง และการเก็บตัวอยาง

นํ าลูกกุงจากโรงเพาะฟกที่คัดเลือกแลวมาทํ าการการศึกษาการเปลี่ยนแปลงการติดเชื้อใน
กุงแตละชดุการทดลองที่ไดทดสอบความเครียดที่สภาวะแตกตาง เปนเวลา 12 ชั่วโมงและ 24 ชั่ว
โมง โดยแบงเปน 6 ชุดการทดลอง ชุดการทดลองละ 2 ถัง  ถังละ 300 ตัว ชุดการทดลองที่ 1 เปน
ชดุควบคุม เลี้ยงที่ความเค็ม 12 ppt อุณหภูมิ 29 ºC ซึง่เปนสภาวะปกติในโรงเพาะฟก ชุดการ
ทดลองที่ 2 เลีย้งที่ความเค็ม 12 ppt  ในระดับอุณหภูมิ 25 ºC  ชดุการทดลองที่ 3 เลี้ยงที่ความเค็ม 
12 ppt  ในระดับอุณหภูมิ 34 ºC ชดุการทดลองที่ 4 ยายลงเลี้ยงในนํ้ าความเค็ม 6 ppt  ที่อุณหภูมิ 
29 ºC และชดุการทดลองที่ 5 ยายลงเลี้ยงในนํ้ าความเค็ม 18 ppt  ทีอุ่ณหภูมิ 29 ºC และชุดการ
ทดลองที ่6 อยูในสภาวะการจํ าลองการขนสง โดยใชถุงขนสงกุงใสนํ้ าความเค็ม 12 ppt  จ ํานวน 2 
ลิตร และกุงจํ านวน 2,000 ตัว ไดรับการเขยาบนเครื่องเขยาที่ 50 รอบตอนาที และทํ าการวัด
ออกซเิจนละลายนํ ้าภายในถุงขนสงกุง หลังจากใหสภาวะความเครียดครบ 12 และ 24 ชั่วโมง ทํ า
การเกบ็ตัวอยางกุงแตละชุดการทดลองเพื่อตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวี จํ านวน 50 ตัวที่ระยะ 
0 , 1 ,  3 และ 7 วนั ดวยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยาโดยศึกษาอัตราการติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีของกุงใน
แตละชุดการทดลองดวยกลองจุลทรรศนแบบคอมปาวด และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปอรเซ็นตการ
ติดเชื้อดวยวิธี Duncan’s  Multiple Range Test (DMRT)

5. การศกึษาพยาธสิภาพของเซลลที่ติดเชื้อไวรัสเอ็มบีวีดวยเทคนิคทางจุลทรรศน
   อิเลคตรอน

คัดเลอืกลูกกุงจากบออนุบาลที่อยูในระยะโพสตลาวา   ทีม่กีารตดิเชื้อไวรัสเอ็มบีวีระหวาง 
30 – 100 เปอรเซน็ต ดวยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา เพื่อนํ ามาศึกษาศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น
ภายในเซลลดวยเทคนิคทางจุลทรรศนอิเลคตรอน (สากล, 2544 ; Robinson et al., 1987)
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