
บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

1.  วัสดุ

1.1 กุงกุลาดํ าและเชื้อไวรัส
กุงกลุาด ําพอแมพันธุขนาด 200-300 กรัมไดรับอนุเคราะหจากฟารมกรุงเทพเพาะเลี้ยงกุงใน

เครือบริษัทเจริญโภคภัณฑ จํ ากัด  อํ าเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช
กุงกลุาดํ าขนาด 4-6 กรัม นํ ากุงกุลาดํ าที่เล้ียงในบออายุ 40-50 วัน ซ่ึงมีขนาด 3-4 กรัม มาเลี้ยง

ตอในถังไฟเบอรกลมที่โรงเพาะฟกศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร วทิยาเขตหาดใหญ จังหวัดสงขลา

กุงปกตแิละกุงติดเชื้อไวรัส MBV/HPV  อายุ 50-60 วัน จากบอเล้ียงกุงจังหวัดสตูล ปตตานี 
และสงขลา นํ ามาพักในถังไฟเบอรกลมทีโ่รงเพาะฟกศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วทิยาเขตหาดใหญ จังหวัดสงขลา

เนือ้เยือ่กุงกุลาดํ าติดเชื้อ WSSV และเชื้อ YHV ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยสุขภาพสัตว
นํ ้า คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ จังหวัดสงขลา

1.2 อาหารสํ าหรับเลี้ยงกุงกุลาดํ า
อาหารเม็ดยี่หอสตารฟดเบอร 3 และ 4 บริษัทเจริญโภคภัณฑอาหารสัตว จํ ากัด

1.3  ดเีอ็นเอตนแบบสายสั้นๆ (Oligonucleotide primers)
WSSV PCR Primer 1 5’-GAC AGA GAT ATG CAC GCC AA-3’
WSSV PCR Primer 2 5’-ACC AGT GTT TCG TCA TGG AG-3’
WSSV nested PCR primer 1 5’-ACC TCT TAA CTC CCT CGA CT-3’
WSSV nested PCR primer 2 5’-TTG TAG AGG GCA TGA GGG AT-3’
YHV 273R primer (cDNA synthesis 5’-CCG ACG AGA GTG TTA GGA GG-3’
YHV 273F primer  5’-CAA GAT CTC ACG GCA ACT CA-3’
ดเีอ็นเอตนแบบทัง้หมดสั่งสังเคราะหจากบริษัท Life Technology



1.4  อาหารเลี้ยงเซลล  K-199 pH 7.6
ทํ าการเตรียม 2x M-199 โดยละลาย M-199 (Gibco BRL) ในนํ้ า deionized 450 มิลลิลิตร คนให

ละลายและกรองผานเมมเบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.22 ไมโครเมตร ใสขวด เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 
แลวเตรียมเปน K-199 พเีอช 7.6 100 มิลลิลิตร ตามสวนผสมที่ดัดแปลงจาก Itami และคณะ (1992) ดัง
รายละเอียด

M-199 50 มิลลิลิตร
Magnesium chloride hexa-hydrous 33 มิลลิกรัม
Magnesium sulfate hepta-hydrous 30 มิลลิกรัม
Sodium hydrogen phosphate 0.5 มิลลิกรัม
Sodium chloride 110 มิลลิกรัม
Calcium chloride dihydrous 9 มิลลิกรัม
HEPES 23.8 มิลลิกรัม
L-glutamine 0.10 มิลลิกรัม
เติมนํ้ า deionized  จนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 7.6 กรองผานเมมเบรนที่มีเสนผา

ศนูยกลางรูขนาด 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส

      1.5 สารเคมี
 

              1.5.1 สารเคมีสํ าหรับเตรียมเชื้อไวรัส
สารเคมี เกรด บริษัทที่ผลิต
Sodium hydrogen phosphate วเิคราะห Merck

Potassium hydrogen phosphate วิเคราะห Merck
Potassium chloride วเิคราะห Merck
Sodium chloride วเิคราะห Merck



              1.5.2  สารเคมีสํ าหรับวิเคราะหองคประกอบเลือด
สารเคมี เกรด บริษัทที่ผลิต
Albumin              อณูชีวโมเลกุล Sigma
Cacodylic acid sodium salt trihydrate วเิคราะห Fluka
Copper sulfate วเิคราะห Merck
Calcium chloride วเิคราะห Merck
Folin Ciocalteus วเิคราะห Merck
Hepes อณูชีวโมเลกุล Sigma
M-199 medium อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
L-dihydroxyphenylalanine อณูชีวโมเลกุล Sigma
L-cysteine อณูชีวโมเลกุล Sigma
Magnesium chloride อณูชีวโมเลกุล Sigma
O-toluidine วเิคราะห Merck
Phenol วเิคราะห Merck
Trypan blue วเิคราะห Wako
Trypsin อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
Sodium carbonate วเิคราะห Merck
di-Sodium hydrogen phosphate วเิคราะห Merck
Sodium hydroxide วเิคราะห Merck
Sodium/ Potassium tatrate วเิคราะห Sigma
Sodium chloride วเิคราะห Merck

           1.5.3 สารเคมีสํ าหรับศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
สารเคมี เกรด บริษัทที่ผลิต
Absolute ethanol วเิคราะห Merck
95% ethanol วเิคราะห กรมสรรพสามิตร
Formalin วเิคราะห วิทยาศรม
Glacial acetic acid วเิคราะห Lab Scan



Paraplast plus tissue embedding medium วเิคราะห Oxford Labware
Permount วเิคราะห Eukitt

            1.5.4 สารเคมีสํ าหรับการตรวจหาเชื้อไวรัสทางอณูชีวโมเลกุล
สารเคมี เกรด บริษัทที่ผลิต
Xylene วเิคราะห Merck
Ammonium acetate อณูชีวโมเลกุล Sigma
Boric acid วเิคราะห Merck
Bromphenol blue วเิคราะห Merck 
Calcium chloride วเิคราะห Sigma
Ethylenedinitrilo tetraacetic acid - วเิคราะห Merck
disodium salt dihydrate
Magnesium chloride อณูชีวโมเลกุล Sigma
Glycerol วเิคราะห Merck
Phenol อณูชีวโมเลกุล  Amresco
Polyethylene glycol อณูชีวโมเลกุล Amresco
Sodium dodecyl sulfate อณูชีวโมเลกุล Amresco
Sodium hydroxide อณูชีวโมเลกุล Amresco
Tris Base อณูชีวโมเลกุล Amresco
Tris hydrochloric acid วเิคราะห Merck
Xylene eyanol วเิคราะห  Merck
Agarose อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
dATP อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
dCTP อณูชีวโมเลกุล  Gibco BRL
dGTP อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
dTTP อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
Ethedium bromide อณูชีวโมเลกุล Sigma
Isogen อณูชีวโมเลกุล Molecular Research

Center, Japan
M-MLV อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL



Proteinase K อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
Rnase A อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL
Taq polymerase อณูชีวโมเลกุล Gibco BRL

2.    อุปกรณ

 2.1 อุปกรณเล้ียงกุงทดลอง
2.1.1 ถังไฟเบอรกลาสกลมปริมาตร  3 ลูกบาศกเมตร
2.1.2 ถังไฟเบอรกลาสปริมาตร 250 ลิตร
2.1.3 อุปกรณระบบใหอากาศประกอบดวยเครื่องใหอากาศ สายยาง หัวทราย
2.1.4 อุปกรณเปลี่ยนถายนํ้ าประกอบดวยสายยาง เครื่องปมนํ้ าชนิดจุม (submersible pump)

 2.1.5 อุปกรณขนยายกุงทดลอง ไดแก ถังพลาสติก สวิง
2.1.6 อุปกรณเครื่องแกวสํ าหรับวิเคราะหคาความเปนดาง แอมโมเนีย ไนไตรท คือขวดรูปชมพู 

บกีเกอร หลอดทดลอง ปเปต ลูกยาง ขวดเก็บตัวอยางนํ้ า

       2.2 อุปกรณวิเคราะหองคประกอบเลือด
2.2.1 อุปกรณเก็บเลือดกุงคือเข็มขนาด 20-25G ยาว 1 นิ้ว และกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 

และ 5 มิลลิลิตร หลอดพลาสติก (microtube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
2.2.2 อุปกรณสํ าหรับแยกซีรัมคือเครื่องเซ็นตริฟวจที่ควบคุมอุณหภูมิได (Beckman,

AvantiTM 30 centrifuge)
2.2.3 อุปกรณสํ าหรับนับเม็ดเลือด คือฮีมาไซโตมิเตอร (Haemacytometer)
2.2.4 อุปกรณสํ าหรับเจือจางเลือดคือ หลอดพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ปเปตอัตโนมัติ     ทิป

เครื่องเขยาผสม (Vortex mixer)

2.3 อุปกรณศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
 2.3.1 อุปกรณสํ าหรับดองรักษาสภาพเนื้อเยื่อกุงคือเข็มขนาด 23 G ยาว 1 นิ้ว กระบอกฉีดยา

พลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ขวดพลาสติกทนกรด กรรไกร มีดผาตัด
 2.3.2 อุปกรณสํ าหรับเตรียมเนื้อเยื่อคือกลองใสเนื้อเยื่อ (cassette) เอม็เบดดิ้งริง เครื่องเตรียม

เนือ้เยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) (Technicon) ชุดเอม็เบดดิ้ง (embedding center)
2.3.3  อุปกรณสํ าหรับตัดแตงเนื้อเยื่อคือใบมีดผาตัด



2.3.4  อุปกรณสํ าหรับตัดเนื้อเยื่อคือไมโครโตม (micortome) (Jung AG Heidelberg) ใบมีดตัด
เนื้อเยื่อ (Leica, Disposable Microtome Blades) สไลดแกว อางนํ้ าอุน

2.3.5  อุปกรณสํ าหรับเตรียมสไลดถาวรคือ ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Sunyo, Program Oven) ชุด
สํ าหรับใสสียอม แผนปดสไลด ถาดใสสไลด

2.3.6  อุปกรณสํ าหรับตรวจผลและบันทึกภาพคือกลองจุลทรรศน และกลองถายรูป

2.4  อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหผลทางชีวโมเลกุล
2.4.1 อุปกรณสํ าหรับสกัดกรดนิวคลิอิคแอซิดคือเครื่องเซ็นตริฟวจที่ควบคุมอุณหภูมิได

(Beckman,  Avanti TM 30 centrifuge) เครื่องเซ็นตริฟวจขนาดเล็ก (IWAKI  Inc. Ltd,  IWAKI
Centrifuge Micro 6 HG)

2.4.2 อุปกรณสํ าหรับเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไวรัสคือเครื่องควบคุมอุณหภูมิตั้งโปรแกรม
ได (Thermal cycle, MJ Research, PTC 100)

2.4.3 อุปกรณสํ าหรับแยกดีเอ็นเอคืออิเลคโทรโฟริซิส (electrophoresis) พรอมชุดควบคุมการ
จายกระเเสไฟ  (Scie-Plas, PSU 400/600)

2.4.4 อุปกรณสํ าหรับตรวจสอบแถบดีเอ็นเอคือเครื่อง UV light transilluminator (VL- Vilber
Lourmat, TFX-20M)

       2.5 อุปกรณอ่ืนๆ
2.5.1อุปกรณสํ าหรับชั่งวัดนํ้ าหนักคือ เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง (Sartorius Basic, BA310S)เครื่อง

ช่ัง 2 ตํ าแหนง (Sartorius, BP3100S)
2.5.2 อุปกรณสํ าหรับวัดคาการดูดกลืนแสงคือ สเปคโตรโฟโตมิเตอร (Shimadzu, UV-1201)
2.5.3 อุปกรณสํ าหรับจัดเก็บสารละลาย สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหคือ ขวดแกวทนกรด ทน

ดาง ขนาดตางๆ  ตูแชอุณหภูมิตํ่ า (-700C) (Science Temp, USA)
2.5.4 อุปกรณสํ าหรับเตรียมวัสดุ สารเคมี อุปกรณปลอดเชื้อ คือหมอนึ่งความดัน (Tomy Seiko

Co., Ltd, SS-325) ตูปลอดเชื้อ Lamina flow (Dwyer Mark II, Clean) ตูอบฆาเชื้อ (Sunyo, Program
Oven)



3.     วิธีวิเคราะห

3.1  การนับปรมิาณเม็ดเลือดท้ังหมด (Total haemocyte count)
 ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 G ความยาว 12 มิลลิเมตร เจาะ

เลือดกุงที่โคนขาเดินคูที่ 3 ใหไดประมาณ 0.2 มิลลิลิตร ใชปเปตปรับปริมาตรอัตโนมัติดูดเลือด 50 
ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย trypan blue 0.45 มลิลิลิตรใหเขากันในหลอดพลาสติกนับเซลลเม็ด
เลือดทั้งหมดโดยใชฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ภายใตกลองจุลทรรศน แลวคํ านวณเปน เซลล
ตอมิลลิลิตรจากสูตร

ปริมาตรของฮีมาไซโตมิเตอร =  กวางxยาวxสูง
=  1mm x1 mm x 0.1 mm
=  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร (mm3)

จ ํานวนเซลลเม็ดเลือด/ลูกบาศกมิลลิเมตร =  เซลลเม็ดเลือดที่นับได
จ ํานวนเซลลเม็ดเลือด/ มิลลิลิตร =  เซลลเม็ดเลือดที่นับได x 104

3.2 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส (ดัดแปลงจาก Soderhall et al., 1988)
  ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 G ความยาว 12 มิลลิเมตร       ดูด

สารละลาย L-cysteine 0.2 มลิลิลิตร เจาะเลือดกุงที่โคนขาเดินคูที่ 3 ใหไดประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันในหลอดพลาสตกิโดยใชปเปตอัตโนมัติดูดขึ้นลงเบาๆ นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,590xg อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ลางเซลลเม็ดเลือดดวยสารละลาย K-199ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 2 คร้ัง แลว
เตมิสารละลาย CAC buffer 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บในไนโตรเจนเหลว

น ําเซลลเม็ดเลือดที่ไดมาทํ าใหเซลลแตกโดยใชเครื่องอัลตราโซนิกส ฮอโมจิไนซเซอร ที่แอม
พลิจูด (amplitude) ระดบั 30 เปนเวลา 20 วินาที นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,497xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที  นํ าสวนใส (HLS) มาวิเคราะหทันที โดยเติมสารละลาย trypsin 0.2 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร เติม HLS 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย            L-DOPA 0.2 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ตัง้ไว 2 นาที จงึเติมสารละลาย CAC buffer 1.8 มิลลิลิตร     ตัง้ใหเกิดปฏิกิริยา 2 นาที นํ า
ไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงทุก 2 



นาที จนกระทั่งคาลดลง สํ าหรับหลอดที่เปนตัวเทียบ (blank)ใชสาร   ละลาย CAC buffer 0.2 มิลลิลิตร 
แทนตัวอยาง

คากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสคํ านวณไดจากสูตร

กจิกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส    =               ยูนิต/นาที (0.001)*

     โปรตีนใน HLS 0.2 มิลลิลิตร
          =       ยูนิต/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน

* 0.001 เปนคาที่กํ าหนดเอง
ยูนิต (unit) หมายถึง ความสามารถของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในการเปลี่ยน L-DOPA ไป

เปนโดปามีน (dopamine) โดยวัดจากคาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงภายในเวลา 1 นาที

3.3 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในเซลลเม็ดเลือดและซีรัม (ดดัแปลงจาก Lowry et al., 1951)
เติมสารละลาย HLS ทีไ่ดจากการทํ าใหเซลลเม็ดเลือดแตกในขอ 2 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลง

ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตรที่มีนํ้ า deionized 0.36 มิลลิลิตร เติม alkaline copper solution 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตัง้ใหเกิดปฏิกิริยานาน 10 นาที แลวเติมสารละลาย folin reagent 0.1 มิลลิลิตร  
ผสมใหเขากัน ตัง้ใหเกิดปฎิกิริยานาน 30 นาที  นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
เมตร ตัวเทียบใชนํ้ า deionized  0.4 มลิลิลิตร แทนตัวอยาง แลวคํ านวณปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐานโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin; BSA)

สํ าหรับซีรัมเตรียมโดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 G ความยาว 
12 มลิลิเมตรที่ไมบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัวเจาะเลือดกุงที่โคนขาเดินคูที่ 3 ใหได 0.2-0.3 มิลลิลิตร 
ตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 ช่ัวโมง บดเลือดที่แข็งตัวดวยแทงบดพลาสติก แลวนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
8,497xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที  แยกสวนใสสํ าหรับวิเคราะหโปรตีน โดยเติมซีรัม  5 
ไมโครลิตร ลงในนํ้ า deionized 395 ไมโครลิตร  แลวเติมสารตางๆ สํ าหรับทํ าปฏิกิริยา วัดคาการดูด
กลืนแสง และคํ านวณปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA เชนเดียวกับการวิเคราะห
โปรตีนใน HLS

3.4 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสในเลือด (Blood glucose) (ดดัแปลงจาก Wedemeyer,  et al.,



              1977)
ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 G ความยาว 12 มิลลิเมตร ที่ไม

บรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัว เจาะเลือดกุงที่โคนขาเดินคูที่ 3 ใหไดประมาณ 0.2  มลิลิลิตร ถายใน
หลอดพลาสติกและทํ าการวิเคราะหทันที  โดยเติมเลือด 0.1 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกที่มีสารละลาย 
TCA 3 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทันที นํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,590xg อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซยีส นาน 2 นาที แยกสวนใส 0.5 มิลลิลิตรเติมในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร      ที่มี color 
reagent 4.5 มลิลิลิตร ผสมใหเขากันนํ าไปแชในนํ้ าเดือด 8 นาที ตั้งไวใหเย็นและวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร ตวัเทียบใชสารละลาย Trichloro acetic acid (TCA)      3 เปอรเซ็นต 0.5 
มิลลิลิตร แทนสารละลายตัวอยางแลวคํ านวณปริมาณกลูโคสในเลือดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
กลูโคส

3.5 วิเคราะหปริมาณทองแดงในซีรัมกุง (AOAC, 1985)
ใชปเปตปรบัปริมาตรอัตโนมัติดูดซีรัมที่แยกโดยวิธีการเดียวกับขอ 3.3  0.1 มิลลิลิตรเติมลงใน

หลอดทดลอง 10 มลิลิลิตรที่มีสารละลาย nitric acid 65 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและตั้งไว
ทีอุ่ณหภมูหิองเพื่อใหเกิดการยอยโดยสมบูรณนาน  2 ช่ัวโมง แลวเติมนํ้ า deionized        ใหครบ 5 
มลิลิลิตร นํ าสารละลายไปหมุนเหวี่ยงแยกโปรตีนที่ 1600xg อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที ถายสวนใสใส
หลอดใหมแลวนํ าไปวัดปริมาณทองแดงดวยเครื่อง atomic absorption spectropho-tometer (Beckman) 
ทีค่วามยาวคลื่น 324 นาโนเมตร คํ านวณปริมาณทองแดงโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานทองแดง

3.6 การตรวจเชื้อไวรัสโดยวิธีชีวโมเลกุล
3.6.1 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางกุงตามวิธีการดดัแปลงจาก Sambrook และ Russel (2001)

(รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 1)
3.6.2 การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางกุงโดยใชสารละลาย Isoen (Molecular Research Center  

Inc., Japan) (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 2)
3.6.3 การตรวจหาเชื้อ WSSV โดยวิธี PCR ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Takahashi และคณะ 

(1996) (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 3)
3.6.4 การตรวจหาเชื้อ YHV โดยวิธี RT-PCR ตามวธีิการที่ดัดแปลงจาก Tang และ Lightner 

(1999) (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 4)



3.7 การตรวจสอบเชื้อ MBV/HPV ในตับโดยวิธี squash (Brock and Main, 1994)
ใชปากคีบดึงสวนตับของกุง และนํ าไปกดใหแบนบนสไลดสะอาด ตั้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

นํ าสไลดตรึงตัวอยางในเมธิลแอลกอฮอล 1-2 นาที ยอมดวยสีฮีมาท็อกไซลินและ      อีโอซินวางใหแหง
แลวตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศน

3.8 การศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
3.8.1 การเก็บตัวอยาง  (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 5.1)
3.8.2 การขจัดนํ ้าและนํ าพาราฟนเขาตัวอยางเนื้อเยื่อ (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  

ที่ 5.2)
3.8.3 การฝงตัวอยางในพาราฟน (embed) และตัดตัวอยาง (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาค

ผนวก ข  ที่ 5.3)
3.8.4 การยอมสี และ mount slide  (รายละเอียดวิธีการแสดงในภาคผนวก ข  ที่ 5.4)

4.  วิธีการทดลอง

      4.1   การแยกเชื้อ เพิ่มปริมาณเชื้อ ทดสอบการกอโรค และความรุนแรงของเชื้อไวรัส
4.1.1 การเตรียมเชื้อไวรัสเริ่มตน
          แยกเชือ้ WSSV จากกุงที่ปวยแสดงอาการของโรคชัดเจนและไดตรวจยืนยันการติดเชื้อ

ไวรัสโดยใชเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) ตามวธีิการที่ดัดแปลงจาก Takahashi และคณะ 
(1996) รวมทั้งตรวจสอบวากุงทีต่ิดเชื้อดังกลาวไมมีการปนเปอนเชื้อ YHV ดวยการใชเทคนิค RT-PCR 
(Reverse transcription and Polymerase chain reaction) ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Tang และ Lightner 
(1999) แลวน ํากุงที่ติดเชื้อมาแยกเหงือก หัวใจ และตอมนํ้ าเหลือง บดใหละเอียดในอาหารเลี้ยงเซลล K-
199 พีเอช 7.6  (Itami et al., 1992) ในอตัราเนือ้เยื่อ 1 สวน และ      K-199 10 สวน นํ าไปเหวี่ยงแยกดวย
เครื่องเซ็นตริฟวจที่ความเร็ว 8,000xg อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แยกสวนใสกรองผานเมม
เบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.45 ไมโครเมตร แบงสารละลายใสหลอดไครโอ หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร
และจดัเก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส

สวนเชื้อ YHV ทํ าการแยกจากกุงที่ติดเชื้อไวรัส และผานการตรวจยืนยันวาเปนเชื้อชนิดที่
ตองการดวยวิธี RT-PCR โดยไมมีการปนเปอนเชื้อไวรัสอืน่ นํ าเนื้อเยื่อกุงมาบด แยกเชื้อ และจัดเก็บ
ดวยวิธีการเดียวกัน



4.1.2 การเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัสสํ าหรับชุดทดลอง
          ใชพอแมพันธุกุงกุลาดํ าขนาด 200-300 กรัม ลํ าเลียงจากจงัหวัดนครศรีธรรมราช    โดย

ใสถุงพลาสติกอยางหนาใสนํ้ าทะเล และอัดแกสออกซิเจน ขนสงสูหองปฏิบัติการ (ศนูยวิจัยสุขภาพ
สัตวนํ้ า คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) และเลีย้งกุงทดลองในถังไฟเบอรขนาด 
1 ตนั ทีเ่ตมินํ้ าทะเลความเค็ม 30 สวนในพัน  ปริมาตร 250 ลิตร และตอสายยางเติมออกซิเจนตลอดเวลา 
เล้ียงกุงดวยอาหารเม็ด เพื่อหลีกการปนเปอนของเชื้อไวรัสอืน่ๆ เปนเวลา 7-10 วัน ดูดเลือดกุงประมาณ 
0.2 มลิลิลิตร เพื่อตรวจสอบวาไมมีการปนเปอนเชื้อไวรัสกอนทํ าการทดลอง

เพิม่ปรมิาณเชื้อ WSSV โดยนํ าสารละลายเชื้อที่เตรียมและจัดเก็บไวที่ –70 องศาเซลเซียส ใน
ขอ 4.1.1 มาวางใหละลายที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เจือจางเชื้อ 1000 เทาดวยสารละลายฟอสเฟตบัพ
เฟอร พีเอช 7.4 แลวฉีดเขากลามเนื้อกุงกุลาดํ าบริเวณปลองที่ 6 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ตอกุง 1 ตัว
จ ํานวน 4 ตัว เล้ียงกุงในถังทึบแสง หลังจากฉีดเชื้อเปนเวลา 3-5 วัน เก็บเลือดกุงทั้งหมด โดยใช
กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 20 มิลลิลิตร หัวเข็มเบอร 20 G ยาว 1 นิ้ว ดูดเลือดบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 
1 สวนและเจอืจางดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร  4  สวน รวมเลอืดจากกุงทุกตัวผสมใหเขากันดีแลว
แบงใสหลอดไครโอ หลอดละ 1 มิลลิลิตร จัดเก็บในตูแชที่ –70 องศาเซลเซียส เพื่อใชในขั้นตอนตอไป 
ตวัอยางเลอืดที่เจือจางแลวนํ ามาตรวจยืนยันการติดเชื้อไวรัสดังกลาววาไมมีการปนเปอนเชื้อไวรัสอื่น

การเพิม่ปริมาณเชื้อ YHV ทํ าโดยนํ าสารละลายเชื้อหัวเหลืองที่เตรียมไวในขอ 4.1.1 มาเจือจาง
แลวฉีดกุงทดลอง 4 ตัว เมื่อกุงแสดงอาการของโรคชัดเจน ดูดเลือด เจือจางและจัดเก็บดวยวิธีการเดียว
กนั ตรวจสอบการติดเชื้อ YHV และยืนยันไมมีการปนเปอนเชื้อ WSSV ดวยวิธี        RT-PCR และ PCR 
ตามลํ าดับ

กุงทดลองที่นํ ามาจากแหลงเดียวกัน นํ ามาฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรจํ านวน 2 ตัว เล้ียง
เปนชุดควบคุม ตรวจสอบการปนเปอนเชื้อตางๆ หลังเล้ียงนาน 10 วัน

4.1.3 การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเชื้อไวรัส
           เตรยีมกุงทดลองโดยนํ ากุงกุลาดํ าอายุ 40-50 วัน (ขนาด 3-4 กรัม) ที่ปลอดเชื้อไวรัสและ

เเบคทีเรีย มาเลี้ยงในบอซีเมนตที่บรรจุนํ้ าทะเล 5 ตัน เตรียมสีและคุณภาพนํ้ าโดยเติมปูนโดโลไมทเพื่อ
ปรับคาความเปนดาง (alkalinity) ใหมีคา 80-120 สวนในลาน และพีเอช ชวง 7.5-8.5 เล้ียงกุงดวยอาหาร
เมด็จนไดนํ้ าหนัก 4-5  กรัม

ทดสอบการเกิดโรคของเชื้อ WSSV โดยนํ าสารละลายเชื้อที่เตรียมไวจากขอ 3.1.2 มา        1 
หลอดวางใหละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลวนํ าไปเหวี่ยงแยกเม็ดเลือดดวยเครื่องเซ็น       ตริ
ฟวจดวยความเร็ว 1600xg ทีอุ่ณหภมูิ 4  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํ าสวนใสมาเจือจางดวยสาร



ละลายฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช 7.4 ใหไดเปน 10-1 – 10-10 เกบ็เชื้อที่เจือจางแลวในนํ้ าแข็ง        นํ าสาร
ละลายเจือจาง 10-3 –10-10 ฉดีเขากุงกุลาดํ าตัวละ 20 ไมโครลิตร ความเขมขนละ 20 ตัว       ชุดควบคุม
ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช 7.6  ในปรมิาตรเทากัน เล้ียงกุงทดลองในถังไฟเบอร ขนาด 250 
ลิตร ใหอาหารเม็ด เปลี่ยนถายนํ้ า ทํ าความสะอาดตู บันทึกจ ํานวนกุงที่ตายตรวจยืนยันสาเหตุการตาย
ดวยวธีิ  PCR เปนเวลา 15 วัน นํ าคาที่ไดในแตละชุดการทดลองมาคํ านวณหาคา LD50 ตามวิธีของ Reed 
และ Meunch (1938) จากสูตร

LD50 =  lny concentration below 50%  mortality + (50 – mortality below 50%/ mortality
 above 50% - mortality below 50%) (lny concentration above 50% mortality
 - lny concentration below 50% mortality)

ทดสอบการเกิดโรคของเชื้อ YHVโดยนํ าสารละลายเชื้อที่เตรียมในขอ 4.1.2  (YHV) เจือจาง 
10-1-1015 และนํ าหลอดที่เจือจาง 10-6-10-15 ฉดีกุงทดลอง เล้ียง บันทึกการตาย และคํ านวณหาความเขม
ขนของเชือ้ดวยวิธีการเดียวกัน สวนกุงที่ตายนํ ามาตรวจยืนยันสาเหตุของการตายดวยวิธี  RT-PCR

       4.2  การเหนี่ยวนํ าใหกุงกุลาดํ าเกิดการติดเชื้อไวรัสในหองปฏิบัติการและ การตรวจสอบการคง
              อยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง

      4.2.1 การเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV
          เตรยีมสารละลายเชื้อที่เก็บไวจากขอ 4.1.2 มาวางใหละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

แลวน ําไปเหวี่ยงแยกเม็ดเลือดดวยเครื่องเซ็นตริฟวจดวยความเร็ว 1,600xg ที่อุณหภูมิ      4 องศา
เซลเซยีส นาน 10 นาที นํ าสวนใสมาเจือจางใหได 200 เทา (ชุดการทดลองที่ 1) 1,000 เทา   (ชุดการ
ทดลองที่ 2) และ 10,000 เทา (ชุดการทดลองที่ 3) ของคา LD50 ทีค่ ํานวณได ในขอ 4.1.3  ดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช 7.4  เกบ็เชือ้ที่เจือจางแลวในนํ้ าแข็ง นํ ามาฉีดเขากุงกุลาดํ าที่ปลอดเชื้อไว
รัสจ ํานวน 500 ตัว (ชุดการทดลองที่ 1) และ 1,000 ตัว (ชุดการทดลองที่ 2 และ 3)      ตัวละ 20 
ไมโครลิตร ชุดควบคุมในแตละชุดการทดลองๆ ละ 500 ตัว ฉีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร พีเอช
7.4  ตวัละ 20 ไมโครลิตร เล้ียงกุงทดลองชุดที่ 1 และ 2 ในถังไฟเบอรกลมขนาดบรรจุ 3 ตัน ที่เติมนํ้ า
ทะเล 2.8 ตัน ถังละ 250 ตัว ใหอาหารเม็ด ทํ าความสะอาดตู ดูดตะกอน หมุนเวียนนํ้ าผานระบบกรองที่
มแีผนกรอง เปลือกหอย ทราย หินและถาน เก็บตัวอยางกุงที่ตายออกจากถังเล้ียงวันละ 4 คร้ัง ระยะเวลา
หางกนัครัง้ละ 5-6 ช่ัวโมง สํ าหรับกุงในชุดการทดลองที่ 3 เล้ียงในระบบเดียวกันแตทํ าการเปลี่ยนถาย



นํ ้าประมาณ 30-40 เปอรเซ็นต ทุก 3 วัน และทํ าการเก็บกุงตายและใกลตายออกจากระบบการเลี้ยงวัน
ละ 4-5 คร้ัง เพื่อหลีกเลี่ยงการติดเชื้อซ้ํ าจากกรณีกุงปกติกินกุงที่ตายหรือใกลตาย ทํ าการตรวจยืนยัน
สาเหตกุารตายของกุงทุกชุดดวยวิธี PCR

4.2.2 การเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ YHV
          เตรยีมสารละลายเชื้อที่เก็บไวจากขอ 3.1.2 มาเตรียมและฉีดเขากุงทดลองดวยวิธีการเดียว

กนักับการทดลองที่ 4.2.1 แตใชเชื้อเจือจาง 100,000 เทาของคา LD50 ทีค่ ํานวณได ในขอ 4.1.3 เล้ียงกุง
ทดลองโดยใชระบบการเลี้ยงเดียวกับชุดการทดลองที่ 3 ในขอ 4.2.1 และตรวจยืนยันสาเหตุการตายของ
กุงดวยวิธี RT-PCR

4.2.3 การตรวจสอบการคงอยูของเชื้อไวรัสในตัวกุง
         ท ําการสุมตัวอยางกุงกุลาดํ าที่ไมแสดงอาการของโรคหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV 

และ YHV (ในขอ 4.2.1 และ 4.2.2  ตามลํ าดับ)  ทกุ 5-7 วัน คร้ังละ 6-10 ตัว นํ ามาตรวจ สอบการคงอยู
ของเชือ้ WSSV ในตัวกุงโดยวิธี PCR และตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ YHV ดวยวิธี RT-PCR สวนชุด
การทดลองที่ฉีดเชื้อ YHV ก็ทํ าการสุมทุก 5-7 วัน คร้ังละ 6-10 ตัว เพื่อตรวจสอบการคงอยูของเชื้อไว
รัสในตวักุงโดยวิธี RT-PCR และตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ WSSV ดวยวิธี PCR

       4.3   การเตรียมกุงกุลาดํ าท่ีติดเชื้อ MBV/HPV
 น ํากุงกุลาดํ าจากฟารมที่มีและไมมีประวัติการระบาดของโรค YHV และ WSSV โดยคัด เลือก

เฉพาะกุงตวัทีม่ีขนาดเล็กซึ่งมีนํ้ าหนักตัว 1-2 กรัม (กุงปกติอายุประมาณ 40-50 วัน นํ้ าหนัก 3-5 กรัม) 
และตรวจพบเบื้องตนวาติดเชื้อ MBV/HPVในตับและตับออน โดยการบดตับกุงบนสไลดแกว (squash 
technique) และยอมสีตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Brock และ Main (1994) และตรวจหากอนโปรตีน 
(MBV) หรือกอนไวรสั (HPV) ภายใตกลองจุลทรรศน และคัดกุงที่เจริญเติบโตปกติจากบอเดียวกันเพื่อ
ใชเปนชุดควบคุม ตรวจสอบวากุงทดลองทั้งสองกลุมวาไมมีการปนเปอนเชื้อ YHVและ WSSV กอน
นํ ามาทดลอง

       4.4  การทดสอบความสามารถในการตานทานตอโรค ไวรัส ของกุงกุลาดํ าท่ีรอดตายจากการ
              ติดเชื้อ

4.4.1 ทดสอบความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการเหนี่ยวนํ าให
         ติดเชื้อ WSSV



                      กุงกลุาด ํารอดตายจากการทดลองในขอ 3.2.1 หลังจากการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อนาน 25
และ 45 วนั (ชุดการทดลองที่ 2) และหลังจากเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อเปนระยะเวลา 29 43 และ 57
วนั (ชุดการทดลองที่ 3) และกุงชุดควบคุมจากแตละกลุม น ํามาฉีดเชื้อ WSSV และ YHV ที่มีความเจือ
จางเทากับคา LD50 ตวัละ 20 ไมโครลิตร เพื่อทดสอบความตานทานโรค ชุดควบคุมฉีดสาร ละลาย
ฟอสเฟตบัพเฟอร ตัวละ 20 ไมโครลิตร เล้ียงกุงทุกชุดการทดลองในถังไฟเบอรที่เติมนํ้ า 200 ลิตรตูละ
10 ตวั ใหอาหารเม็ด ทํ าความสะอาดตู ดูดตะกอน เปลี่ยนถายนํ้ าทุกวัน ตรวจนับจํ านวนกุงที่ตายทุกวัน
เปนเวลา 15 วัน นํ าคาที่ไดมาคํ านวณหาอัตรารอดตาย คาประสิทธิภาพการตานทานตอโรค (RPS) ตาม
สูตร

RPS =  (1- เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดทดลอง) x100
          เปอรเซ็นตการตายของกุงชุดควบคุม

ตารางที่ 4  ชุดการทดลองสํ าหรับทดสอบความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของกุงรอดตายที่
                  ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ WSSV
Table 4      Experimental trial for challenge test of surviving shrimp induced by WSSV.

Sample source Injection Type
Experiment 2

Survivors and control from
day 25

WSSV
YHV

Survivors and control from
day 45

WSSV
YHV
PBS

Experiment 3

Survivors and control from
day 29 43 and 57

WSSV
YHV
PBS

4.4.2 ทดสอบความสามารถในการตานเชื้อไวรัสของกุงรอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิด
          การติดเชื้อ YHV



          ใชกุงกุลาดํ าที่รอดตายจากการทดลองติดเชื้อ YHV และกุงกลุมควบคุมที่เตรียมไวในขอ 
3.2.2 หลังจากเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อนาน 26 32 46 60 และ 73 วัน มาฉีดเชื้อไวรัสทั้ง         
2 ชนิดและฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรในชุดควบคุม (รายละเอียดชุดการทดลอง
แสดงในตารางที่ 5)  เล้ียงกุง วิเคราะหและคํ านวณผลเชนเดียว กับการทดลองในขอ 3.4.1

ตารางที่ 5  ชุดการทดลองสํ าหรับทดสอบความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของกุงรอดตายที่
                  ผานการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV
Table 5      Experimental trial for challenge test of surviving shrimp induced by YHV.

Sample source Injection Type

Survivors and control from
day 26

WSSV
YHV
PBS

Survivors and control from
day 32 46 60 and 73

WSSV
YHV
PBS

4.4.3 ทดสอบความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของกุงกุลาดํ าท่ีติดเชื้อ MBV/HPV
         ใชกุงที่ติดเชื้อที่เตรียมไวในขอ 3.3 มาฉีดเชื้อ WSSV และ YHV ที่เจือจางเทากับคา LD50

ตวัละ 10 ไมโครลิตร ชุดควบคุมฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร ตัวละ 10 ไมโครลิตร กุงปกติจากบอ
เดยีวกันฉีดเชื้อไวรัส และฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรเปนชุดควบคุมตัวละ 20 ไมโครลิตร (ราย
ละเอยีดชุดการทดลองแสดงในตารางที่ 6) เล้ียงกุงทดลองในถังไฟเบอรที่เติมนํ้ า 200 ลิตร ใหอาหารเม็ด 
ท ําความสะอาดตู ดูดตะกอน เปลี่ยนถายนํ้ าทุกวัน ตรวจนับจํ านวนกุงที่ตายทุกวันเปนเวลา 15 วัน นํ า
คาทีไ่ดมาคํ านวณหาอัตรารอดตาย คาประสิทธิภาพการตานทานตอโรค



ตารางที่ 6  ชุดการทดลองสํ าหรับทดสอบความสามารถในการตานทานเชื้อไวรัสของกุงกุลาดํ าที่ติด
                   เชื้อ MBV/HPV
Table 6      Experimental trial for challenge test of Penaeus monodon with MBV/HPV infections.

Area Sample Injection Type

Infected shrimp WSSV
PBS

Songkhla
Normal shrimp  WSSV

PBS

Infected shrimp
WSSV
YHV
PBS

Pattani and Satun

Normal shrimp
WSSV
YHV
PBS

       4.5  การทดสอบปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงรอดตายตอเชื้อไวรัส
              (Neutralization Test)

นํ าเลือดกุงกุลาดํ าหลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV นาน 45 (ชุดการทดลองที่ 2) และ
จากกุงรอดตาย 43 วัน (ชุดการทดลองที่ 3) และนํ้ าเลือดกุงรอดตายหลังการเหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV 
นาน 46 วัน ซ่ึงเปนนํ้ าเลือดชุดที่กุงมอัีตรารอดตายหลังการทดสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อ
ไวรัสสูงสุดมาเหวี่ยงแยกเม็ดเลือดดวยเครื่องเซ็นตริฟวจดวยความเร็ว 1,600xg อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที นํ าสวนใส 900 ไมโครลิตรมาผสมกับสารละลายเชื้อไวรัสแตละชนิดที่เตรียม
เขมขนกวาคา LD50 100 เทา 100 ไมโครลิตร วางทิ้งไวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง และนํ า



สารละลายเชื้อมาเจือจางลงอีก 10 เทา ดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร นํ าไปฉดีกุงกุลาดํ าปกติขนาด 4 
กรัม ตวัละ 20 ไมโครลิตร (รายละเอียดชุดทดลองดังตารางที่ 7)  เล้ียงกุงทดลองในถังไฟเบอรที่เติมนํ้ า 
200 ลิตร ถังละ 10 ตัว ใหอาหารเม็ด ท ําความสะอาดตู        ดดูตะกอน เปลีย่นถายนํ้ าทุกวัน ตรวจนับ
จ ํานวนกุงที่ตายทุกวันเปนเวลา 15 วัน ค ํานวณอัตรารอดตาย คาประสิทธิภาพการตานทานตอโรคใน
แตละชุด

ตารางที่ 7  ชุดการทดลองสํ าหรับทดสอบปฏิกิริยาการลบลางฤทธิ์เชื้อไวรัสของนํ้ าเลือดกุงกุลาดํ า
Table 7      Experimental trial for neutralizing activity test of Penaeus monodon serum.
Source of serum Incubation Type
1. Serum from day 45 of   WSSV injection
   (Experiment 2)
2. Serum from day 43  of WSSV injection
   (Experiment 3)
3. Serum from day 46 of YHV injection
4. Normal serum

PBS, WSSV

WSSV, YHV, PBS

WSSV, YHV, PBS
WSSV, YHV, PBS

       4.6  การศกึษาผลของระยะเวลาตอความสามารถตานทานโรคไวรัสของกุงรอดตายที่ผานการ
              เหนีย่วนํ าใหติดเชื้อในหองปฏิบัติการ

กุงรอดตายจากการทดลองในขอ 3.4.1 ที ่29 43 และ 57 วัน  และกุงรอดตาย
จากการทดลองในขอ 3.4.2  ทีร่ะยะเวลา 26 32 46 60  และ 73 วัน หลังการทดสอบความ
สามารถในการตานทานตอโรคติดเชื้อ WSSV และ YHV นํ ามาทํ าการเปรียบเทียบอัตรารอด
ตาย  ประสิทธิภาพการตานทานตอโรคไวรัสทั้ง 2 ชนิด กับกุงปกติในชุดควบคุมในแตละ
ชวงเวลาเพื่อศึกษาระยะเวลาที่กุงสามารถตานทานตอเชื้อไวรัสที่ทํ าการเหนี่ยวนํ าใหติดซํ้ า
ไดสูงสุด

        4.7  การศึกษาองคประกอบเลือดกุงกุลาดํ า



 เกบ็ตวัอยางเลือดกุงกุลาดํ าที่รอดตายจากการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV นาน 18 วัน 
(ชุดการทดลองที่ 1) 25 และ 45 วัน (ชุดการทดลองที่ 2)  29 43 และ 57 วัน  (ชุดการทดลองที่  3)  ชุด
การทดลองที่เหนี่ยวนํ าใหติดเชื้อ YHV นาน 32 46 และ 60 วนั กุงปกติในชุดควบคุมของแตละชุดการ
ทดลองทีร่ะยะเวลาเดียวกันมานับจํ านวนเม็ดเลือดรวม ตามวิธีการของกิจการศภุมาตย และสิทธิ บุณย
รัตผลิน (2538) วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Soderhall  
และคณะ (1988) ปริมาณโปรตีนในซีรัมตามวิธีการของ  Lowry และคณะ (1951) ปริมาณกลูโคสใน
เลือดตามวิธีการของ Hyvarinen  และ Nikkila (1962) วัดปรมิาณทองแดงในซีรัมดวยเครื่อง atomic 
absorption spectrophotometer

กุงกุลาดํ าที่ติดเชื้อ MBV/HPV จะไมทํ าการวิเคราะหองคประกอบเลือดเนื่องจากกุงทดลองมี
ขนาดเล็กมากไมสามารถเก็บตัวอยางเลือดใหเพียงพอได

       4.8  การศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อกุงกุลาดํ า
กุงกลุาดํ ารอดตายในแตละชุดการทดลอง กุงที่ฉีดสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรในชุดควบคุมที่

ระยะเวลาเดยีวกับการเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหองคประกอบเลือด และกุงกุลาดํ าติดเชื้อ MBV/HPV นํ า
มาเกบ็รักษาสภาพโดยใชนํ้ ายาดองเดวิดสัน (Davidson’s fixative) (Bell and Lightner, 1988) และผาน
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเพื่อเตรียมเปนสไลดถาวรโดยยอมสีฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน (H&E) 
(Humason, 1979) ตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาลักษณะเซลลและเนื้อเยื่อที่เกิดการเปลี่ยน
แปลงหลังการเหนี่ยวนํ าใหเกิดการติดเชื้อ WSSV และ YHV ในหองปฏิบัติการ และหลังการติดเชื้อ 
MBV/HPV ในสภาพการเลี้ยงจริง
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