
บทท 3

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

3.1 อุปกรณ์'ที่สำค้ญ

1. เครื่องปันเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น J2-21 บริษัท 
Beckman, Germany

2. เครืองวัดค่าพีเอซ (pH meter) บริษัท Mettler Toledo, Switzerland
3. เครืองผลมสาร (Vortex mixter) รุ่น G650E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., 

USA
4. หม้ออบฆ่าเรือด้วยไอนำ (Autoclave) รุ่น HA-36 ของบริษัท Hirayama 

Manufacturing Corporation, Japan
5. ตู้บ่มเรือ (Incubator) รุ่น RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany
6. เคร่ืองช่ังน้ําหนัก รุ่น PT 1200 ของบริษัท Sartorius, Germany
7. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 21 ของบริษัท 

Bausch & Lomb, USA
8. เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น 2100 บริษัท Innova, USA
9. สไลด์นับเม็ดเลือด (Hemacytometer)

3.2 เคมีภัณฑ์'ที่,ใชโนงาน'วิจัย

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

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (Thiosulfate citrate bile salt 
agar) ของบริษัท Eiken chemical, Japan

3. ชุดตรวจสอบคุณภาพนำ ของบริษัท Sera, Germany
4. อาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ของบริษัทโภคภัณฑ์สตาร์ที)ด จำกัด
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3.3 สารเคมีสำหรับ Immunohistochemistry

1. เอทิลแอลกอทอลล์(Ethyl alcohol) 70%, 80%, 90%, 95% BDH
2. N-butyl alcohol Univar
3. ไซลีน (Xylene) Carlo Erba
4. Formaldehyde Carlo Erba
5. ลารละลายฟอลเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer saline, PBS ) 0.15 M pH 7.2 

(วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
6. สารละลาย P1 + (calf bovine serum:PBS dilution 1:10) (วิธีเตรียมดูภาคผนวกข)
7. ไดอะมิโนเบนซิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด์ Sigma

(Diaminobenzidine tetrahydrochloride, DAB)
8. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogenperoxide, H20 2) 30 %
9. อิโอชิน (Eosin Y) 0.02% ในเอทิลแอลกอทออล์ 95 %

(วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
10. อีมาทอกไซลีน (Hematoxylin) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
11. พาราพลาล พลส พาราทิเน( Paraplast plus paraffin)
12. ลารละลายเคลือบสไลด์ (Gelatin coat slide solution)

(วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
13. Davidson’s fixative (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)
14. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide 1 NaOH)
15. กรดไฮโดรคลอรีก (Hydrochloric acid 1 HCl)

Sigma
Harleco

Harleco
Sherwood
Difco

Riedel-de Haen 
Merck

16. Permount Ficther Scientific
17. โมโนโคลนอลแอนติบอดี VH3-3H ต่อ V ib rio  h a rv e y i ลายพันธุ 639 

(Phianphak, 2005) (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข)

3.4 จุลินทรีย์ที่ใซในงานวิจัย

3.4.1 B ac illu s  s u b tilis  P11 (BSP 11)
จุลินทรีย์โพรไบโอดิก แยกและคัดเลือกลายพันธ์จากลำไสัของแม่พันธ์กุ้งกุลาดำทีมี

สุขภาพดี ซึ่งจับได้จากชายฝังทะเล จังหวัดชลบุรี โดย คิรีเพ็ญ สังข์ชัย (2546) ใช้ลำหรับเตรียม 
เซลล์เพ่ือผสมในอาหารเล้ียงกุ้งกุลาดำ
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3.4.2 V ib rio  h a rv e y i ลายพันธ์ 639 จากหน่วยวิจัยกุ้ง CENTEX ประเทศไทย

3.5 วิธ ีดำเน ินการวิจ ัย

3.5.1 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะลมในการเจริญของ ร. รบชพ/ร P11 (BSP11)

3.5.1.1 ความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCI) ที่เหมาะลมต่อการเจริญของ ร. รบช////'ร 
P11
นำ ร. รบชพ/ร P11 จาก stock เช้ือมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA บ่มท่ี 37°c เป็น 

เวลา 24 ซม. ให้เช้ือข้ึน จากนั้นนำลูปที่เผาไฟฆ่าเชื้อแล้วแตะโคโลนีเดี่ยวของเช้ือ นำมาเพาะเชื้อ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB บ่มท่ี 37=c เป็นเวลา 24 ซม. เช้ือท่ีได้ใช้เป็นหัวเช้ือในการทดลองข้ัน 
ต่อไป โดยปิเปตเชื้อ 100 ไมโครลิตร ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ท่ีมี 
เกลือ NaCI อยู่ 1%, 2%, 3% และ 4% ตามลำดับ นำไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่า ท่ี 200 รอบ/นาที ท่ี 
อุณหภูมิห้อง เพื่อทดลอบหาความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD 660 กับเวลา และเปรียบเทียบค่า 
specific growth rate ที่ไดํในแต่ละเปอร์เซ็นต์เกลือโซเดียมคลอไรด์(% NaCI)
3.5.1.2 อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการเจริญของ ร. s u b พ/ร P11

นำ ร. รบชพ/ร P11 จาก stock เช้ือมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA บ่มท่ี 37°c เป็น 
เวลา 24 ชม. ให้เช้ือข้ึน จากนั้นนำลูปที่เผาไฟฆ่าเชื้อแล้วแตะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ นำมาเพาะเชื้อ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB บ่มท่ี 37°c เป็นเวลา 24 ชม. เช้ือท่ีไดีใช้เป็นหัวเช้ือในการทดลองข้ัน 
ต่อไป โดยปิเปตเชื้อ 100 ไมโครลิตร ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาณ 50 มิลลิลิตร นำไป 
เลี้ยงบนเครื่องเขย่า ท่ี 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเชียล ตามลำดับ 
เพื่อทดสอบหาความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD 660 กับเวลา และเปรียบเทียบค่า specific growth 
rate ที่ได้ในแต่ละอุณหภูมิ
3.5.1.3 ค่าพีเอชที่เหมาะลมต่อการเจริญของ ร. รม/วพ/ร P11

นำ ร. sub  tills P11 จาก stock เช้ือมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA บ่มท่ี 37°c เป็น 
เวลา 24 ซม. ให้เช้ือข้ึน จากนั้นนำลูปที่เผาไฟฆ่าเชื้อแล้วแตะโคโลนีเดี่ยวของเชือ นำมาเพาะเซือ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB บ่มท่ี 37°c เป็นเวลา 24 ชม. เช้ือท่ีได้ใช้เป็นหัวเช้ือในการทดลองข้ัน 
ต่อไป โดยปิเปตเชื้อ 100 ไมโครลิตร ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาณ 50 มิลลิลิตรในค่าพี 
เอซ 6, 6.5, 7, 8 ตามลำดับ นำไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่า ท่ี 200 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เพ่ือ 
ทดลอบหาความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD 660 กับเวลา และเปรียบเทียบค่า specific growth rate 
ท่ีได้ในแต่ละค่าพีเอซ
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3.5.2 เต'รียม B. s u b tilis  P11 (BSP11) แบคทีเรียที่มีคุณลมบ้ติเป็นโพรไบโอดิกในกุ้งกุลาดำ
เพื่อผสมในอาหาร กุ้งกุลาดำ

3.5.2.1 เล้ียง ร. sub tilis  P11 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว'ทรปดิก1ซอย บนเครื่องเขย่าที่ 
อุณหภูมิ 30cC ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18-24 ช่ัว,โมง หลังจากนั้นแยกเชลล์โดยการ 
นำไปปันเหว่ียงท่ี 8000  รอบ / นาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บเซลล์ลดท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ 0°c ก่อน 
นำมาใช้ทดลอง

3.5.2.2 นำเซลล์ลดร.รบชพ/ร P11 ผสมกับอาหารกุ้งกุลาดำในอัตราส่วน 1 :4 น้ําหนัก 
ต่อน้ําหนัก โดยใช้เซลล์ลด 1 ส่วน อาหารกุ้ง 4 ส่วน ได้ปริมาณแบคทีเรียประมาณ 10!° CFU/กริม 
(คิริเพ็ญ สังข์ชัย, 2546) คลุกให้อาหารกับเชื้อเข้ากันดีเข้าโดยกระจายไม่ให้อาหารติดกันเป็นก้อน 
นำไปอบในตู้บ่ม 37°c เป็นเวลาประมาณ 1 วัน ให้อาหารแห้ง เก็บใส่ภาชนะท่ีสะอาดในห้องเย็น

3.5.2.3 ตรวจนับปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในอาหารกุ้งกุลาดำ ปริมาณ ร. sub tilis  P11 
ที่ผสมในอาหารกุ้งกุลาดำทันที โดยวิธี total plate count ด้วยอาหารเลียงเซือแข็งทริปดิก1ซอย

3.5.3 เตรียมบ่อเลี้ยงกุ้งเพื่อเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำ

3.5.3.1 เตรียมบ่อดินเพื่อใช้ในการเล้ียงกุ้งกุลาดำ ขนาดประมาณ 1000 ตร.ม.ความลึก 
ประมาณ 1.5 เมตร ณ ตำบลบึงบอน อำ๓ อหนองเสือ จังหวัดปทุมธานี ลักษณะดินมีลมบดิเป็น 
ดินเปรี้ยวและเค็ม ทำการตากบ่อไว้ประมาณ 2 สัปดาห์ จากนันจึงปล่อยนำเข้าไปให้มีความลึก 
ประมาณ 1.3 เมตร และปริบแต่ง'นํ้าให้มีค'วามเค็มประมาณ 10 ส่วนในพันส่วน(ppt) ติดตั้งเครื่อง 
ตีนํ้าเพื่อเพิ่มปริมาณ 0 2 ในน้ํา

3.5.3.2 การเพาะเลี้ยงกุ้งครั้งที่ 1
นำกุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 15 (PL-15) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดฉะเชิงเทรา ทำการปรับ 

สภาพความเค็มโดยเลี้ยงในนํ้าเค็ม 25 ส่วนในพันส่วน (ppt) บรรจุในบ่อซีเม็นต์ขนาด 0.8 
ลูกบาศก์เมตร จากนั้นค่อยๆลดความเค็มลงจนได้ความเค็มประมาณ 10 ppt ซึ่งใกล้เคียงกับ 
ความเค็มในบ่อดิน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ทำการทดลองเลี้ยงกุ้งโดยใช้ระบบปิดโดยเลียงในกระชัง 
ขนาด 2.25 ตารางเมตร ในบ่อดินท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.5.3.1 ปล่อยกุ้ง 150 ตัวต่อกระชัง พ่นให้ 
อากาศด้วยห์วทรายตลอดเวลา และให้อาหารเดียวกัน 3 ม้ือต่อวัน การทดลองเฒ่งออกเป็น 2 
กลุ่มคอ
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1 ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม  ( c o n t r o l^ อ ก ล ุ่ม ท ี่ให ้อ า ห า ร ก ุ้ง ส ำ เร ็จ ร ูป โด ย ไ ม ่ผ ส ม เซ ล ล ์ 6 .  รบซ พ /ร P1 า 

จ ำ น ว น  1 0  ซ ํ้า

2  ก ล ุ่ม ท ี่ให ้อ า ห า ร ก ุ้ง ส ำ เร ็จ ร บ Xล ม เฃ ล ล ์ล ด  B. subtilis P11 จ ำ น ว น  1 0  ซ ํ้า

ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า ท ุก ๆ  1 5 ว ัน โ ด ย แ ต ่ล ะ ค ร งท ำ ก า ร ต ร ว จ น ับ ป ัจ จ ัย ด ัง น ี้ ค ือ

1 น ํ้าห น ัก ต ัว  (กร ัม )

2  ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด  แ ล ะ  Vibrio s p p . ใน น ำ ใ น บ ่อ เล ี้ย ง ก ุ้ง โ ด ย ว ิธ ี p la te  c o u n t

3  ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด  แ ล ะ  Vibrio s p p .  ใน ด ิน ต ะ ก อ น ใน บ ่อ เล ี้ย ง ก ุ้ง  p la te  c o u n t

4  ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด  แ ล ะ  Vibrio s p p . ใน ล ำ ไ ล ้ก ุ้ง ก ุล า ด ำ  โด ย  p la te  c o u n t  

ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ท ร ิป ด ิก ซ อ ย  ส ่ว น  Vibrio s p p -ใช ้อ า ห า ร

เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ไ ท โอ ซ ัล เฟ ต ซ ิเต ร ท บ าย ซ อ ล ล ์ซ ูโค ร ส

5  ต ร ว จ ล อ บ ค ุณ ภ า พ น ํ้า บ า ง ป ร ะ ก า ร ร ะ ห ว ่า ง ก า ร เล ีย ง ก ุ้ง ก ุล า ด ำ  ด ังน ี

แ อ ม โม เน ีย ม  (N H . ) (rng/'l) ห า ค ่า ด ้ว ย  A m m o n iu m  t e s t  kit บ ร ิษ ัท  M erck , 

G e r m a n y

ไน'ไตร,ท ์ ( N 0 2) (m g /l) (m g /l(  ห า ค ่า ด ้ว ย  Nitrite t e s t  kit บ ร ิษ ัท  M erck , 

G e r m a n y

ฟ อ ส เฟ ต  (P C V )  (m g /l)  ห า ค ่า ด ้ว ย  P h o s p h a t e  t e s t  kit บ ร ิษ ัท  M erck , 

G e r m a n y

- อ ัล ค า ล ิน ิต ี (A lkalinity) ห า ค ่า ด ้ว ย  A lkalin ity  t e s t  kit บ ร ิษ ัท  M erck , 

G e r m a n y

อ ุณ ห ภ ูม ิ (°C ) ว ัด ด ้ว ย  th e r m o m e te r

- ค ่า อ อ ก ซ ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย ใน น ํ้า  (D O ) (m g /l)  ว ัด ด ้ว ย  D O  m e te r  

พ ีเอซ  ว ัด ด ้ว ย  pH m e te r

ค ว า ม เค ็ม  (p p t) ว ัด โด ย  R e fr a c to m e te r

เม ื่อ เล ี้ย ง ก ุ้ง ก ุล า ด ำ ค ร บ ต า ม ก ำ ห น ด  จ ะ น ับ จ ำ น ว น ก ุ้ง ท ี่เห ล ือ เพ ื่อ น ำ ม า เป ร ีย บ เท ีย บ อ ัต ร า

ก าร ร อ ด ช ีว ิต  (% ) ร ะ ห ว ่า ง ก ุ้ง ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม แ ล ะ ก ล ุ่ม โพ ร ไ บ โอ ด ิก

3 .5 .3 .3  ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ก ุ้ง ค ร ั้ง ท ี่ 2

น ำ ก ุ้ง ก ุล า ด ำ ร ะ ย ะ  p o s t la r v a e  1 5  (P L -1 5 ) จ า ก บ ่ อ เล ี้ย ง ก ุ้ง จ ัง ห ว ัด ฉ ะ เช ิง เท ร า  ท ำ ก า ร ป ร ับ  

ส ภ า พ ค ว า ม เค ็ม โ ด ย เล ี้ย ง ใ น น ํ้า เค ็ม  2 5  ส ่ว น ใน พ ัน ส ่ว น  (p p t) บ ร ร จ ุใน บ ่อ ซ ีเม ็น ต ์ซ น า ด  0 .8  

ล ูก บ า ศ ก ์เม ต ร  จ า ก น ั้น ค ่อ ย ๆ ล ด ค ว า ม เค ็ม ล ง จ น ไ ด ้ค ว า ม เค ็ม ป ร ะ ม า ณ  1 0  p p t ซ ึ่ง ใ ก ล ้เค ีย ง ก ับ
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ค ว า ม เค ็ม ใน บ ่อ ด ิน  เป ็น เว ล า  2 ส ัป ด า ห ์ ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง เล ี้ย ง ก ุ้ง โ ด ย ใช ้ร ะ บ บ ป ิด โ ด ย เล ี้ย ง ใน ก ร ะ ช ัง  

ข น าด  1 .5  ต า ร า ง เม ต ร  ใน บ ่อ ด ิน ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้ใน ข ้อ  3  ป ล ่อ ย ก ุ้ง  1 0 0  ต ัว ต ่อ ก ร ะ ช ัง  พ ่น ให ้อ า ก า ศ ด ้ว ย  

ห ์ว ท ร า ย ต ล อ ด เว ล า  แ ล ะ ให ้อ า ห า ร เด ีย ว ก ัน  3  ม ื้อ ต ่อ ว ัน  ก า ร ท ด ล อ ง แ บ ่ง อ อ ก เป ็น  2  ก ล ุ่ม ค ือ

1. ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม  ( c o n t r o l^ อ ก ล ุ่ม ท ี่'ให ้'อ าห าร ก ุ้ง ส ำ เร ็จ ร ูป 'โด ย 1โ ม ่ผ ล ม เซ ล ล ์ ร .  subtilis P11  

จ ำ น ว น  5  ซ ํ้า

2 . ก ล ุ่ม ท ี่ให ้อ า ห า ร ก ุ้ง ส ำ เร ็จ ร ูป ผ ส ม เซ ล ล ์ส ด  ร . subtilis P 1 1 จ ำ น ว น  5 ซํ้า

ทำการศึกษาทุกๆ 2 0 วัน โดยแต่ละครั้งทำการตรวจนับปัจจัยดังนี้ คือ
1. น้ําหนักตัว (กรัม)
2. ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และ Vibrio spp. ในน้ําในบ่อเล้ียงกุ้งโดยวิธี plate count
3. ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และ Vibrio spp. ในดินตะกอนในบ่อเลียงกุ้ง plate count
4. ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด และ Vibrio spp. ในลำไส้กุ้งกุลาดำ โดย plate count 
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปดิกซอย ส่วน Vibrio sp p .H อาหาร

เล้ียงเช้ือแข็งไธโอชัลเฟตซิเตรทบายซอลล์ซูโครส
5. ตรวจลอบคุณภาพนํ้าบางประการระหว่างการเลียงกุ้งกุลาดำ ดังนี

- แอมโมเนียม (ผแ4รี (mg/l) หาค่าด้วย Ammonium test kit บริษัท Merck, 
Germany

- ไนไตรท์ (N02) (mg/l) หาค่าด้วย Nitrite test kit บริษัท Merck, Germany
- ฟอสเฟต (P043 ) (mg/l) หาค่าด้วย Phosphate test kit บริษัท Merck,

G e r m a n y

- อ ัล ค า ล ิน ิต ี (A lkalin ity) ห า ค ่า ด ้ว ย  A lkalin ity  t e s t  kit บ ร ิษ ัท  M erck , G e r m a n y

- อ ุณ ห ภ ูม ิ (°C ) ว ัด ด ้ว ย  th e r m o m e te r

- ค ่า อ อ ก ซ ิเจ น ท ี่ล ะ ล า ย ใน น ํ้า  (D O ) (m g /l)  ว ัด ด ้ว ย  D O  m e te r

- พ ีเอ ช  ว ัด ด ้ว ย  pH  m e te r

- ค ว า ม เค ็ม  (p p t) ว ัด โด ย  R e fr a c to m e te r

เม ื่อ เล ี้ย ง ก ุ้ง ก ุล า ด ำ ค ร บ ต า ม ก ำ ห น ด  จ ะ น ับ จ ำ น ว น ก ุ้ง ท ี่เห ล ือ เพ ื่อ น ำ ม า เป ร ีย บ เท ีย บ อ ัต ร า  

ก า ร ร อ ด ช ีว ิต  (% ) ร ะ ห ว ่า ง ก ุ้ง ก ล ุ่ม ค ว บ ค ุม แ ล ะ ก ล ุ่ม โพ ร ไ บ โอ ด ิก

3 .5 .3 .4  ค ำ น ว ณ ผ ล ผ ล ิต แ ล ะ อ ัต ร า แ ล ก เน ื้อ ก ุ้ง ต ่อ อ า ห า ร เล ี้ย ง ก ุ้ง ห ล ัง ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ก ุ้ง ท ั้ง  2 

ค?ง

f  « m m
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3.5.4 ต ิด ต า ม ป ัจ จ ัย แ ส ด ง ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ต ่อ ส ิ่ง แ ป ล ก ป ล อ ม โ ด ย เซ ล ล ์แ ล ะ ส า ร น ํ้า  ใ น ค ุ้ง กลุ่มค ว บ ค ุม แ ล ะ  

ก ล ุ่ม ท ี่ไ ด ้ร ับ อ า ห า ร เส ร ม โพ ร ใบ โอ ต ิก

3 .5 4 .1  ก า ร น ับ ป ร ิม า ณ เม ็ด เล ือ ด ร ว ม ข อ ง ค ุ้ง  (to ta l h e m o c y t e  c o u n t)

เจ า ะ เล ือ ด ค ุ้ง  1 0 0  ไม โค ร ล ิต ร  ผ ส ม ก ับ ส า ร ล ะ ล า ย  A ls e v e r ’s  s o lu t io n  ป ร ิม าต ร  4 0 0  

ไ ม โค ร ล ิต ร  ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน เบ า ๆ  ห ย ด เล ือ ด  1 0 0  ไ ม โค ร ล ิต ร  บ น ส ไ ล ด ์น ับ เม ็ด เล ือ ด น ับ เม ็ด เล ือ ด  

ท ั้ง ห ม ด ภ า ย ใต ้ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์ก ำ ล ัง ข ย า ย  4 0  เท ่า

3 .5 .4 .2  ฤ ท ธ ึ๋ต า น แ บ ค ท ีเร ีย  (a n tib a c te r ia l a c tiv ity ) ใน พ ล า ส ม า ค ุ้ง  

ก า ร เต ร ีย ม เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ท ด ส อ บ  โ ด ย เพ า ะ เล ี้ย ง  I/, harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ใน อ า ห า ร  

เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  ท ร ิป ต ิก ซ อ ย  ท ี่เต ิม โซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 2  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (น ํ้า ห น ัก ต ่อ ป ร ิม า ต ร ) บ ่ม ท ี่ 3 7  

อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ให ้อ ย ู่ใน ช ่ว ง ล อ ก เฟ ส  (lo g  p h a s e )  ป ร ับ ค ่า โอ ด ีท ี่ค 'ว า ม ถ ี่ 6 6 0  น าโน เม ต ร  ให ้ไ ด ้ 

ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 0 4 C F Ü /m l โด ย เท ีย บ ก ับ ก ร า ฟ ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง โอ ด ี 6 6 0  น า โน เม ต ร ก ับ จ ำ น ว น  

V. harveyi ล า ย พ ัน ธ ์ 6 3 9  (พ ิศ ม ัย  โพ ธ ิ้เว ช ก ุล , 2 5 4 7 )  แ ล ้ว น ำ ไ ป ป ัน เห ว ี่ย ง  1 0 ,0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ที่ 

4  ° c  1 5  น าท ี ป ัน ล ้า ง ด ้ว ย ล า ร ล ะ ล า ย โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 2  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (น ํ้า ห น ัก ต ่อ ป ร ิม า ต ร ) ที ่

ป ร า ศ จ า ก เช ื้อ  1 คร ั้ง เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 2  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (น ํ้า ห น ัก ต ่อ ป ร ิม า ต ร ) เท ่า เด ิม  

เพ ื่อ ป ร ับ ให ้ไ ด ้ 1 0 4 C F U /m l

ห า ฤ ท ธ ิ้ต ้า น แ บ ค ท ีเร ีย ใ น พ ล า ล ม ่า ค ุ้ง  โ ด ย เจ า ะ เล ือ ด ค ุ้ง  1 0 0  ไ ม โค ร ล ิต ร  ผ ส ม ก ับ ส า ร ล ะ ล า ย  

V a n  H a r r e v a ld ’s  s a lt  1 .4  ม ิล ล ิล ิต ร  ป ัน เห ว ี่ย ง  1 1 ,0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ท ี่ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  1 0  น าท ี 

เก ็บ ส ่ว น พ ล า ส ม ่า ไ ป ก ร อ ง ผ ่า น แ ผ ่น ก ร อ ง  (M illipore m e m b r a n e  filter) ข น า ด  0 .4 5  ไ ม ค ร อ น  บ ่ม  

ส ่ว น พ ล า ล ม ่า ท ี่ป ร า ศ จ า ก เช ื้อ  ก ับ  V .  harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 639 ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้ใน ข ัน ต อ น แ ร ก ใน  

อ ัต ร า ส ่ว น  1:1, 1:2, 1:3 , 1:4 ที่ 3 7  °c เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โม ง  ห ล ัง จ า ก น ั้น ป ิเป ต 5 0  ไม โค ร ล ิต ร  

ก ร ะ จ า ย เช ื้อ  ( s p r e a d  p la te )  บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ไ ท โอ ซ ัล เฟ ต ซ ิเท ร ต บ า ย ซ อ ล ท ์ซ ูโค ร ส  น ำไ ป บ ่ม  

ที่ 3 7  ° c  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โม ง  น ับ จ ำ น ว น โค โล น ีข อ ง  V. harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ท ี่ได ้

3 .5 .5  ท ด ส อ บ ค ว า ม ล า ม า ร ถ ข อ ง ค ุ้ง ก ุล า ด ำ ใน ก า ร ต ้า น ท า น ต ่อ ก า ร เห น ี่ย ว น ำ ให ้เก ิด โ ร ค เร ือ ง แ ส ง จ า ก  

V. harveyi ส า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9

เต ร ีย ม  V. harveyi ส า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ป ร ะ ม า ณ  1 0 7 C F U /m l ใน น ำ เล ีย ง ค ุ้ง  ใน  

ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ค ุ้ง ค ร ั้ง ท ี่ 1 ใช ้ค ุ้ง แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง ห ล ัง ก า ร เพ า ะ เล ีย ง เป ็น เว ล า  1 2 0  ว ัน  ก ล ุ่ม ล ะ  1 0  

ต ัว ต ่อ บ ่อ  ส ่ว น ใน ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ค ุ้ง ค ร ั้ง ท ี่ 2  ใช ้ค ุ้ง แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง ห ล ัง ก า ร เพ า ะ เล ีย ง เป ็น เว ล า  8 0  

ว ัน  ก ล ุ่ม ล ะ  2 0  ต ัว ต ่อ บ ่อ  ท ด ส อ บ ค ว า ม ต ้า น ท า น ต ่อ ก า ร ช ัก น ำ ใ ห ้เก ิด โ ร ค  โด ย ต ิด ต า ม ผ ล ด ัง น ี
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3 .5 .5 .1  อ ัต ร า ก า ร ต า ย ล ะ ล ม  (c u m u la tiv e  m ortality) น ับ ต ิด ต า ม ผ ล ท ุก ว ัน

3 .5 .5 .2  ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด แ ล ะ  V. harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ใ น น ํ้า เล ี้ย ง ด ้ว ย ว ิธ ี 

p la te  c o u n t  โ ด ย ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ท ร ิป ต ิก ซ อ ย  ส ่วน  V. harveyi 
ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ไ ท โอ ซ ัล เฟ ต ฃ ิเต ร ท บ า ย ซ อ ล ล ์ซ ูโค ร ส  ต ิด ต า ม ผ ล ท ุก  2 ว ัน

3 .5 .5 .3  ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด แ ล ะ  V. harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ใ น ล ำ ใ ล ้ก ุ้ง ด ้ว ย ว ิธ ี 

T otal p la te  c o u n t  โด ย ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ท ร ิป ต ิก ซ อ ย เพ ื่อ ห า ป ร ิม า ณ แ บ ค ท ีเร ีย ท ั้ง ห ม ด  ส ่วน  V. 

/■larveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ใช ้อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ็ง ไ ท โอ ซ ัล เฟ ต ซ ิเต ร ท บ า ย ซ อ ล ล ์ซ ูโค ร ส

3 .5 .5 .4  ต ร ว จ ส อ บ ป ัจ จ ัย ท า ง ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ต ่อ ส ิ่ง แ ป ล ก ป ล อ ม โ ด ย เซ ล ล ์แ ล ะ ล า ร น ํ้า จ า ก ข ้อ

3 .5 .4  ใน ก ุ้ง ก ่อ น แ ล ะ ห ล ัง ก า ร เห น ี่ย ว น ำ ให ้เก ิด โร ค เร ีอ ง แ ล ง

3 .5 .6  ต ร ว จ ล อ บ พ ย า ธ ิส ภ า พ ต ่อ ก า ร เก ิด โร ค จ า ก  Vibrio harveyi ล า ย พ ัน ธ ุ 6 3 9  ด ้ว ย ว ิธ  ี

เทาทานกo h is to  c h e m is tr y  (ด ัด แ ป ล ง ม า จ า ก ว ิธ ีข อ ง  S ith ig o r n g u l e t  a l., 2 0 0 0 )

3 .5 .6 .1  ก า ร เต ร ีย ม เน ื้อ เย ื่อ ท า ง  h is to lo g y

น ำ ต ัว อ ย ่า ง ก ุ้ง ท ี่เก ็บ จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง ห ล ัง จ า ก  c h a l l e n g e  ด ้วย  V. harveyi 6 3 9  น ำ ม า ต ัด  

ห ัว แ ล ะ แ ย ก ล ำ ไ ล ัอ อ ก  แ ซ ่น ํ้า ย า  D a v id s o n ’s  f ix a tiv e  ให ้ค ง ร ูป  ล ้า ง อ อ ก โ ด ย ให ้น ํ้า ป ร ะ ป า ไ ห ล ผ ่า น  

เป ็น เว ล า  3  ช ั่ว โม ง

ข ั้น ต อ น ก า ร ด ึง น ํ้า อ อ ก จ า ก เน ื้อ เย ื่อ  ด ้ว ย แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์เป อ ร ์เซ ็น ต ์ต ่า ง ๆ  ด ังน ื้ค ือ  แ ซ ่ใน เอ ท ิล  

แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 7 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โม ง , เอ ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 9 0  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เป ็น เว ล า  1 

ช ั่ว โม ง , เอ ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 9 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง เป ล ี่ย น ม า แ ซ ่ใน เอ ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 

9 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ข ้า ม ค ืน  แ ซ ่ใน เอ ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 9 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ท ี่ผ ล ม ก ับ น อ ร ์ม ัล บ ิว ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ 

ป ร ิม า ณ  1:1 เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โม ง , น อ ร ์ม ัล บ ิว ท ิล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โม ง , ใน น อ ร ์ม ัล บ ิว ท ิล  

แ อ ล ก อ ฮ อ ล ล ์ท ี่ผ ส ม ก ับ ไ ซ ล ีน ป ร ิม า ณ  1:1 เป ็น เว ล า  1 ช ั่ว โม ง

ข ั้น ต อ น น ำ ส า ร ให ม ่เข ้า ม า แ ท น ท ี่ ( c le a r in g )  น ำอ อ ก ไ ป แ ซ ่ไ ซ ล ีน  จ ำ น ว น  2 คร ั้ง ค ร ั้ง ล ะ 1

ช ั่ว โม ง

ข ั้น ต อ น ก า ร แ ซ ่ให ้แ ข ็ง ต ัว  ( im p r e g n a tio n )  ใ น พ า ร า พ ล า ส ต ์ แ ซ ่ใน ไซ ล ีน ท ี่ผ ส ม ก ับ พ า ร า พ  

ล า ล ต ์ห ล อ ม เห ล ว ป ร ิม า ณ  1:1 เก ็บ ใน ต ู้อ บ อ ุณ ห ภ ูม ิ 6 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  3 0  น าท ี แซ ่ใน  

พ า ร า พ ล า ล ต ์ห ล อ ม เห ล ว  จ ำ น ว น  3  คร ั้ง ค ร ั้ง ล ะ  4 5  น าท ี

ข ั้น ต อ น ก า ร ฝ ัง พ า ร า พ ล า ล ต ์ ( e m b e d d in g )  น ำ ส ่ว น ห ัว ข อ ง ก ุ้ง แ ล ะ ล ำ ไ ส ้แ ต ่ล ะ ต ัว จ ัด เร ีย ง ใน  

ก ้น พ ิม พ ์ส ี่เห ล ี่ย ม  จ ัด ให ้อ ว ัย ว ะ อ ย ู่ต ร ง ก ล า ง  จ า ก น ั้น เท พ า ร า พ ล า ล ต ์ห ล อ ม เห ล ว ล ง ไ ป ให ้เต ็ม พ ิม พ ์
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ปีดด้วยกรอบพลาลติกด้านบนท่ีต้องนำไปใช้โนการตัดเน้ือเยื่อด้วยเครื่องใมโครโตม รอจนแข็งตัว 
จึงแกะพิมพ์ออก

ขันตอนการตัดเนื้อเยื่อ (sectioning) ตัดเนื้อเยื่อจากอวัยวะที่ฝังในพาราพลาสต์ด้วย
เคร่ืองไมโครโตมแบบใช้มือหมุน (rotary microtome) ให้แต่ละชิ้นมีความหนา 8 ไมครอน เรียงต่อ 
กัน นำแผ่นเนือเยื่อที่ใด้มาติดบนสไลด์แก้วที่ผ่านการเคลือบด้วยลารละลายเจลาดิน โดยหยดนํ้า 
กล่ันละอาดลงบนสไลด์ 1 แผ่น ให้พอดีกับขนาดเนื้อเยื่อ 3 ช้ิน จากนั้นนำเนื้อเยื่อลงวางบนหยดนํ้า 
แล้วนำไปวางบนแท่นอุ่นสไลด์ท่ีต้ังอุณหภูมิไว้ 50 องศาเซลเซียสเพื่อให้เนื้อเยื่อแผ่ขยายจนตึง 
เรียบ จากน้ันดูดน้ําออกซับให้แห้ง แล้วนำไปอบในตู้อบ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

3.5.6.2 กระบวนการย้อมโดยวิธี Indirect peroxidase immunohistochemistry 
ขั้นตอนการเอาพาราพลาสต์ออก (deparaffination) นำสไลด์ท่ีได้จากข้ันตอนช้างต้น

วางบนตะกร้า (slide basket) แช่ในไซลืน3 คร้ัง คร้ังละ 10 ,5 และ 5 นาที ตามลำดับ
ขั้นตอนการดึงนํ้าเข้าลู่เนื้อเยื่อ (rehydration) ด้วยแอลกอฮอลล์เปอรีเซ็นต์ต่างๆ ดังนีคือ 

แช่ในไซลืนที่ผลมนอรมัลบิวทิลแอลกอฮอลล์ปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 5 นาที นอร์มัลบิวทิลแอล 
กอฮอลล์ เป็นเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอออลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอออลล์ 
90 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอออลล์ 80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที เอทิลแอลกอ 
ฮอลล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที นื้ากลั่น เป็นเวลา 5 นาที สารละลายฟอร์มาลิน ความ 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จำนวน 3 คร้ัง คร้ัง 
ละ 15 นาที

ข้ันตอนการใส่แอนติบอดีท่ี 1 นำสไลด์แต่ละแผ่นมาดูดของเหลวส่วนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อ 
โดยให้ปัมลูญญากาศ หยดสารละลาย P," คลุมแต่ละเนื้อเยื่อด้วยไมโครปิเปต บ่มเป็นเวลา 30 
นาทีที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือป้องกันการจับกันของโปรตีนแบบไม่จำเพาะ โดยวางสไลด์โนกล่องท่ีปิด 
ฝาภายในบุด้วยกระดาษทิชซูที่เปียกชื้นเพื่อรักษาความชิ้นตลอดเวลา ดูดสารละลาย P, ในแต่ละ 
เนื้อเยื่อออก ยกเว้นเนื้อเยื่อที่ 2 ให้เป็นเนื้อเยื่อควบคุม หยดโมโนโคลนอลแอนติบอดี VH3-3H ใน 
เนื้อเยื่อที่ 1 เก็บในกล่องป้องกันความชื้น นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมงหรือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง

ข้ันตอนการใส่แอนติบอดีท่ี 2 โดยการล้างแอนติบอดีที่ 1 ออกจากเนือเยื่อด้วยนำกลัน 
อย่างรวดเร็วแช่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นำสไลด์แต่ละแผ่นมา 
ดูดของเหลวส่วนเกินรอบนอกเนื้อเยื่อโดยใช้ปัมสูญญากาศ หยดแอนติบอดีท่ี 2 ได้แก่ Goat 
antimouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) ที 
เจือจางในสารละลาย p,+ ปริมาณ 1:1000 ในทุกเนื้อเย่ือเก็บในกล่องป้องกันความชิ้น นำไปบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หรือ ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง
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ข้ันตอนการใส่ซับลเตรต โดยการล้างแอนติบอดีที่ 2 ออกจากเนื้อเยื่อด้วยนํ้ากลั่นอย่าง 
รวดเร็วแช่ลารละลายฟอลเฟตบัฟเฟอร์ จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที นำเนื้อเยื่อแต่ละสไลด์มา 
ทำปฏิกิริยากับ 3,3' ไดอะมิโนเบนชิดีนเตตระไฮโดรคลอไรด์ (DAB) 0.03 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณา5 
มิลลิกรัม และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.006 เปอร์เซ็นต์ บัริมาณา0 ไมโครลิตร ที่ละลายใน 
ลารละลายฟอลเฟตบัฟเฟอร์ 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ถึงขั้นนี้เม่ือสังเกต'จากกล้อง1จุลทรรศน์ 
บริเวณที่ให้ผลบวกจะลามารถเห็นเป็นสีนํ้าตาล ล้างเนื้อเยื่อด้วยนํ้ากลั่น 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที

ขั้นตอนการย้อมลีฮีมาทอกไชลีนโดยนำเนื้อเยื่อ 3 แผ่นแรก หริอ 1 ซด มาย้อมสีฮีมาทอก 
ไซสิน แต่ในอีก 1 ชุดย้อมลีอิโอชินเพียงอย่างเดียวทำได้โดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนนื้นำเนื้อเยื่อย้อม 
สีฮีมาทอกไซสิน เป็นเวลา 10 นาที แช่เนื้อเย่ือในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.05 
เปอร์เซ็นต์ เพ่ือล้างสีส่วนเกินออกอย่างรวดเร็ว แช่เนื้อเยื่อในนํ้ากลั่น เป็นเวลา 1 นาที แช่เน้ือเย่ือ 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ให้เนื้อเย่ือท่ีได้เป็นสีน้ําเงินจาง แซ่ 
เนื้อเยื่อ1ในนํ้ากลั่นเป็นเวลา 1 นาที

ขั้นตอนการดึงนํ้าออกจากเนื้อเยื่อด้วยแอลกอฮอลล์เปอร์เซ็นต์ต่างๆ โดยแช,ในเอทิลแอ
ลกอฮอลล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา รนาที 
เอทิลแอลกอฮอลล์ 90 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที, เอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 
นาที ย้อมสีทับ (counterstain) ในเน้ือเย่ือด้วยสีอิโอชิน 0.02 เปอร์เซ็นต์ในเอทิลแอลกอฮอลล์ 95 
เปอร์เซ็นต์ ล้างสีส่วนเกินออกด้วยเอทิลแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์แซ่'ใน'นอร์มัลบิวทิลแอลกอ 
ฮอลล์เป็นเวลา 5 นาที, นอร์มัลบิวทิลแอลกอฮอลล์ที่ผสมกับ1ไซสินปริมาณ 1:1 เป็นเวลา 5 นาที 
และไซลีน จำนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที

3.5.6.3 ข้ันตอนการทำเป็นสไลด์ถาวร
ทำโดยการผนึกสไลด์ (mount) โดยหยดเปอร์เม้าท์ (permount) ประมาณ 3 หยด บน 

สไลด์ นำกระจกสไลด์มาปิดโดยแตะขอบด้านหนึ่งเอียงทำมุม 45 องศาเซลเซียสแล้วค่อยๆวางลง 
โดยไม่ให้มีฟองอากาศเกิดขึ้น จากนั้นจึงนำสไลด์เนื้อเยื่อที่ได้มาตรวจหาตำแหน่งการติดเซือ V. 

h a rv e y i 639 ด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยสังเกตจากการติดสีนํ้าตาลจากปฏิกิริยาของเอนไซม์เปอร์ 
ออกชิเดล ในบริเวณต่างๆของเนื้อเยื่อกุ้ง

3.5.7 การวางแผนการทดลอง
วางแผนการทดลองแบบลุ่มตลอด (Completely randomized design; CRD) วิเคราะห์ 

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Independent T-test และวิเคราะห์เปรียบเทียบอัตราการ 
เจริญเติบโตของกุ้งกุลาดำระหว่างชุดทดลองด้วยวิธี Analysis of Covariance
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