
48

 3. ผลการทดลอง

1. การแยกเชื้อยีสตจากระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา
การคัดเลือกยีสต ที่แยกไดจากระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําปกติ

ทั้งหมด  120  ตัวอยาง ซึ่งทําการเก็บตัวอยางจากฟารมทั้งหมดจํานวน 6  ฟารม  ใน
บริเวณจังหวัดพัทลุง สงขลา  และ นครศรีธรรมราช  พบวาสามารถแยกยีสตไดทั้งหมด
198 ไอโซเลต  โดยทําการแบงระบบทางเดินอาหารของตัวอยางออกเปน 4 สวน คือ
สวนปาก – กระเพาะ ลําไสสวนตน ลําไสสวนปลาย  และสวนซีกัม    โดยพบวามียีสต
จํานวน  50, 54, 49 และ 45 ไอโซเลต ตามลําดับ   ซึ่งผลจากการคัดเลือกยีสตจากระบบ
ทางเดินอาหารจะพบปริมาณยีสตที่บริเวณลําไสสวนตนมากที่สุด และต่ําสุดในสวนของ
ซีกัม  (ตารางที่ 5)

ตารางที่  5  จํานวนยีสตท้ังหมดที่พบในแตละสวนของระบบทางเดินอาหารกุงกุลาดํา

ระบบทางเดินอาหาร จํานวนยีสต (CFU/g)
ปาก-กระเพาะ                        1 x 102  ±   0
ลําไสสวนตน                   1.19 x 102  ±   6.9 x 10
ลําไสสวนปลาย                   1.3  x 102   ±   1.45  x 102

ซีกัม                   1.25 x 102  ±   7.1 x 10

จากการนําผลการคัดเลือกยีสตมาทําการทดสอบทางสถิติแบบ ONE
WAY ANOVA ซึ่งประมวลผลโดยโปรแกรม  SPSS   เมื่อวิเคราะหความแตกตางของ
จํานวนยีสตที่พบในแตละสวนของระบบทางเดินอาหารกุงกุลาดํา ที่ระดับความเชื่อมั่น
95% พบวา ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
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2. คัดเลือกยีสตจากทางเดินอาหารของกุงกุลาดํา ท่ีมีคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติกใน
หองปฏิบัติการ

2.1 การเจริญตอ pH
นํายีสตจํานวน 198  ไอโซเลต ที่แยกไดจากระบบทางเดินอาหารของกุง

กุลาดํา  มาทดสอบการทนตอกรดที่ระดับ   pH   4, 5, 6, 7  และ 8  พบวามียีสตที่เจริญได
ในระดับ  pH 4 ได 83  ไอโซเลต,  pH 5 ได 87  ไอโซเลต,  pH 6 ได 97  ไอโซเลต, pH 7
ได 99  ไอโซเลต และ pH 8 ได 103  ไอโซเลต โดยยีสตที่สามารถเจริญตอทุกระดับ pH
ที่ทําการทดสอบไดทั้งหมด 76 ไอโซเลต  (ตารางที่ 6)

2.2 การเจริญที่อุณหภูมิแตกตางกัน
นํายีสตจํานวน 76 ไอโซเลตที่คัดเลือกไดจากขอ 2.1 มาทดสอบการเจริญ

ที่อุณหภูมิ 18, 25 และ   30   องศาเซลเซียส   พบวายีสตที่สามารถเจริญตออุณหภูมิที่ 18
องศาเซลเซียสได 97 ไอโซเลต,  อุณหภูมิที่ 25  องศาเซลเซียสได 100 ไอโซเลต และ
อุณหภูมิที่ 30  องศาเซลเซียสได 113 ไอโซเลต  โดยยีสตที่สามารถเจริญตออุณหภูมิทั้ง
สามไดเปนจํานวน 63 ไอโซเลต   (ตารางที่ 6)

2.3 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคในกุงกุลาดํา
การทดสอบความสามารถ ในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธีขีดไขว

(Cross streak method) และ     การยับยั้งบนอาหารแข็งดวยวิธี      agar spot     (ตารางที่
6) โดยยีสต 63 ไอโซเลต ที่คัดเลือกได  โดยใชแบคทีเรียอินดิเคเตอร   5   สายพันธุ
ไดแกVibrio  harveyi, Vibrio  alginolyticus,  Vibrio parahaemolyticus,   Vibrio
marinus  และ    Vibrio salmonicida    พบวา ทั้ง 76   ไอโซเลต     ไมสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียอินดิเคเตอรได
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2.4 ศึกษาความสามารถในการใชเกลือไนเตรท
จากการคัดเลือกการใชเกลือไนเตรทของยีสต  โดยนํายีสตที่คัดเลือกได

จากขอ 2.2  มาทดสอบจํานวน 63 ไอโซเลต พบวาเชื้อสามารถใชเกลือไนเตรท  (Sodium
nitrite )  ไดจํานวน 36 ไอโซเลต   โดยคิดเปนรอยละ 57.14  ของจํานวนสายพันธุที่
ทดสอบ (ตารางที่ 6)

2.5 ทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน
นํายีสตจํานวน 36 ไอโซเลต ซึ่งคัดเลือกไดจากขอ 2.4 มาทดสอบความ

สามารถในการยอยโปรตีน  โดยสังเกตการเกิดบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนีที่เชื้อ
เจริญจากการยอยสลายเคซีน  (casein)  ซึ่งเปนโปรตีนในน้ํานมทําใหน้ํานมมีลักษณะขุน
ขาว เมื่อเคซีนสลายทําใหสามารถละลายไดดีข้ึน และใสขึ้น   พบวาเชื้อสามารถยอย
โปรตีนไดจํานวน 7 ไอโซเลต  คิดเปนรอยละ 19.44  ของจํานวนสายพันธุที่ใชทดสอบ
(ตารางที่ 6)

  2.6 ทดสอบความสามารถในการยอยแปง
นํายีสตจํานวน 7 ไอโซเลต ซึ่งคัดเลือกไดจากขอ 2.5 มาทดสอบความ

สามารถในการยอยแปง หยด Lugol’s iodine ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ ถาบริเวณใส
(clear  zone) รอบโคโลนีที่เชื้อเจริญแสดงวาเชื้อสามารถยอยแปงได  พบวาเชื้อไม
สามารถยอยแปงไดทั้ง  7 ไอโซเลต  คิดเปนรอยละ 0  ของจํานวนสายพันธุที่ใชทดสอบ
(ตารางที่ 6)

2.7 ทดสอบความสามารถในการยอยไขมัน
นํายีสตจํานวน 7 ไอโซเลต ซึ่งคัดเลือกไดจากขอ 2.5 มาทดสอบความ

สามารถในการยอยไขมัน ตรวจดูการเจริญโดยสังเกตบริเวณใส  (clear  zone)  รอบ ๆ
โคโลนีของยีสต ซึ่งแสดงวายีสตสามารถสรางเอนไซมไลเปสยอย  tributyrine ได
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พบวาเชื้อไมสามารถยอยแปงไดทั้ง 7 ไอโซเลต  คิดเปนรอยละ 0  ของจํานวนสายพันธุที่
ใชทดสอบ (ตารางที่ 6)

ตารางที่ 6  การทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของยีสตที่แยกไดจากระบบทาง
เดินอาหารกุงกุลาดํา

สมบัติการเปน
โปรไบโอติก

จํานวนไอโซเลต
ท่ีทดสอบ

จํานวนไอโซเลต
ท่ีคัดเลือกได

จํานวนไอโซเลต
ท่ีเลือกได

4 198 83
5 198 87
6 198 97
7 198 99

การเจริญตอ pH

8 198 103

76

18 76 97
25 76 100

การเจริญที่อุณหภูมิ
(องศาเซลเซียส)

30 76 113

63

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
กอโรคของกุงกุลาดํา

63 0 63

ความสามารถในการใชเกลือ
ไนเตรท

63 36 36

คว ามสาม ารถในการย อ ย
โปรตีน

36 7 7

ความสามารถในการยอยแปง 7 0 0
ความสามารถในการยอยไขมัน 7 0 0
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3.  ความสามารถในการสงเสริมการเจริญของเชื้อท่ีมีประโยชนอื่น ๆ (Leuconostoc
dextranicum AM20 )  ในการเลี้ยงกุงกุลาดํา

นําเชื้อยีสตทั้ง 7 สายพันธุที่แยกไดจากขอ 2.5   และแบคทีเรียแลกติก 1 สายพันธุ 
คือ   Leuconostoc dextranicum AM20   มาเพาะเลี้ยงรวมกันในอาหาร MRS  เพื่อทําการ
ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียแลกติกที่เพิ่มขึ้น เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเลี้ยง
รวมกับยีสต ในอาหาร MRS  และ  อาหาร MRS   ที่ผสมอาหาร YA  พบวามียีสตสาย
พันธุ AJ70  ที่สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียแลกติก  (รูปที่ 7) สวนยีสตสายพันธุ  
AJ43,  AJ98, AJ176, AJ179, AJ181 และ AJ188     ไมสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย
แลกติก (รูปที่ 6-12)   จะเห็นไดวา ยีสตสายพันธุ AJ70 สงเสริมแบคทีเรียแลกติกใหมี
การเจริญเติบโตสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียแลกติกที่เลี้ยงรวมกันกับยีสตสาย
พันธุอ่ืน ๆ รวมทั้งชุดควบคุมดวย โดยมีปริมาณแบคทีเรียแลกติกเพิ่มขึ้นจาก 1x1016

CFU/ml ในชุดควบคุม (อาหาร MRS) ใหเปน  2.2x1017  CFU/ml
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รูปท่ี 6  อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแลกติก (Leuconostoc dextranicum AM20)
เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS  เพียงเชื้อเดียว และเลี้ยงรวมกันกับยีสตสายพันธุอ่ืน ๆ  ใน
อาหาร MRS ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ pH 6.0

 4. จัดกลุมและพิสูจนเอกลักษณของยีสตท่ีไดจากทางเดินอาหารกุงกุลาดําโดยลักษณะ
ทางสัณฐานและสรีรวิทยา

เมื่อทําการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของยีสตที่แยกได      จาก
ระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดําทั้งหมด 120  ตัวอยาง      เมื่อทําการเทียบเคียงชนิด
ยีสตทั้งหมด 7 สายพันธุ ตาม The yeasts, A Taxonomic Study, 4th edition (Kurtzman
และ Fell, 1998) ขนิษฐา, 2543 และ  Kregervan Rij, 1984 พบวาสามารถจัดจําแนกแตละ
ไอโซเลต โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และผลการทดสอบทางชีวเคมี
ของยีสต  สามารถสรุปผลการพิสูจนไดดังนี้
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ตารางที่ 7  ผลทดสอบทางชีวเคมีของยีสต

Fermentation Assimilationรหัส
เชื้อ

ลักษณะเซลล
maltose lactose glucose galactose surcrose xylose maltose lactose surcrose galactose glucrose

ยูเรีย ไนเต
รท

AJ 43 โคโลนี เรียบ
ขอบเรียบ

- - - - - + ± - ± ± + + +

AJ 70 โคโลนี เรียบ
ขอบเรียบ

- - + - - - + ± + + + - +

AJ 98 โคโลนี เรียบ - - + + + ± + + + + + + +
AJ
176

โคโลนีเรียบ
ขอบเรียบ

- - - + - + + - + + + + +

AJ
179

โคโลนีเรียบ
ขอบเรียบ

+ + - + + - - - + + + + +

AJ
181

โคโลนีเรียบ
ขอบเรียบ

+ + - + + - - - - - - + +

AJ
188

โคโลนีเรียบ
ขอบเรียบ

+ + + + + + + - + + + + +

หมายเหตุ   +  หมายถึงยีสตมีการใชน้ําตาล
-  หมายถึงยีสตไมมีการใชน้ําตาล
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ตารางที่ 8  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต

รหัส สายพันธุ ลักษณะเดน ลักษณะเชื้อใตกลองจุลทรรศน ลักษณะเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ
AJ43 Cryptococcus   sp. โคโลนีสีชมพู หรือ สีแดง

แบงเซลลแบบ budding
ลั ก ษ ณ ะ โ ค โ ล นี แ บ บ  
butyrous

AJ70 Candida  sp. โคโลนีสีขาว หรือ สีครีม
แบงเซลลแบบ budding
ลั ก ษ ณ ะ โ ค โ ล นี แ บ บ  
butyrous

X 40

X 40
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AJ98 Cryptococcus  sp. โคโลนีสีครีม  แบงเซลล
แบบ polar  budding
ลักษณะเซลล เปนรูปมะนาว

รหัส สายพันธุ ลักษณะเดน ลักษณะเชื้อใตกลองจุลทรรศน ลักษณะเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ
AJ176 Stengmatomyces  sp. โคโลนีสีครีม ลักษณะ

โคโลนีแบบ butyrous
แบงเซลลแบบ budding

AJ179 Pichia  sp. โคโลนีสีขาว หรือ สีครีม
แบงเซลลแบบ budding
โคโลนีขอบเรียบ

X 40

X 40

X 40
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รหัส สายพันธุ ลักษณะเดน ลักษณะเชื้อใตกลองจุลทรรศน ลักษณะเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ
AJ181 Rhodotorula  sp.  โคโลนีสีชมพู

แบงเซลลแบบ budding
ลั ก ษ ณ ะ โ ค โ ล นี แ บ บ  
butyrous

AJ188 Malassezia  sp. โคโลนีสีครีม หรือสีแทน
แ บ ง เ ซ ล ล แ บ บ p o l a r  
budding

X 40

X 40
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5.  ศึกษาผลการเจริญเติบโตของกุงกุลาดําที่ไดรับยีสตท่ีคัดเลือกได
ทําการชั่งน้ําหนักของกุงกุลาดํากอนการทดลองและหลังการทดลอง  จากผลการ

ทดลองพบวา กลุมที่มีอัตราการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักเฉลี่ยสูงสุด และต่ําสุด คือ   กลุมที่
เลี้ยงดวยยีสตสายพันธุ Cryptococcus   sp. AJ98  และ Rhodotorula   sp.  AJ181   ใหผล
น้ําหนักเพิ่มขึ้น  12.53 กรัม และ 4.62 กรัม ตามลําดับ  สวนยีสตสายพันธุ Cryptococcus   
sp.  AJ43, Candida   sp. AJ70, Stengmatomyces  sp.  AJ176, Pichia  sp. AJ179,
Malassezia sp. AJ188 และชุดควบคุม มีน้ําหนักเพิ่มขึ้น 7.58,  11.59, 10.24    9.53,  9.2 
และ 7.37 กรัม   ตามลําดับ   (ตารางที่ 9 )      พบวามีเพียงยีสตสายพันธุ Rhodotorula   
sp.   AJ181 ที่ใหผล ต่ํากวาชุดควบคุม คือ ใหผลน้ําหนักเพิ่มขึ้นเพียง 4.62 กรัม  และเมื่อ
ทดสอบทางสถิติ  พบวา  กลุมที่เลี้ยงดวยอาหารที่ผสม Cryptococcus   sp.  AJ98  มีอัตรา
การเพิ่มขึ้นของน้ําหนักเฉลี่ยแตกตางจากกลุมยีสต  Cryptococcus   sp.  AJ43, 
Rhodotorula   sp.  AJ181  และชุดควบคุม อยางมีนัยสําคัญที่ (P<0.05) สวนกุงที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสมยีสตสายพันธุ Candida   sp.  AJ70, Stengmatomyces  sp.  AJ176, Pichia  
sp. AJ179, Malassezia  sp.  AJ188   ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม

6.  ศึกษาอัตราการรอดตายของกุงกุลาดํา
เมื่อทําการเลี้ยงกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่ผสมยีสตคัดเลือกได  เปนเวลา  30  วัน   

พบวากุงที่มีอัตราการรอดตาย  100%  ไดแก กุงที่รับอาหารผสมยีสต สายพันธุ 
Cryptococcus sp. AJ43, Cryptococcus sp. AJ98     และ   Stengmatomyces  sp.  AJ176  
ซึ่งเมื่อทดสอบทางสถิติพบวากลุมที่เลี้ยงดวยยีสตทั้งสามชนิดขางตน มีอัตราการรอด
ตายแตกตางกับกลุมทดลองอื่น ๆ อยางไมมีนัยสําคัญ (P<0.05) ซึ่งกลุมทดลองที่เลี้ยง
ดวยอาหารผสมยีสต,  Candida   sp.   AJ70, Pichia  sp. AJ179,  Rhodotorula   sp.  
AJ181,  Malassezia   sp.   AJ188    และชุดควบคุม มีอัตราการรอดตาย   86.89,  86.89,  
86.89, 77.78  และ  86.89   ตามลําดับ  (ตารางที่ 9)  จะเห็นไดวา  Malassezia   sp.  
AJ188   มีอัตรารอดตายต่ํากวาชุดควบคุม  สวนอีกสามตัวมีอัตราการรอดตายเทากับชุด
ควบคุม
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 7.  อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของกุงกุลาดําตอวัน
จากการทดลองในทุกกลุมการทดลองพบวา   อัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธของ

กุงกุลาดําตอวัน  อยูในชวง 3.64 – 4.40   โดยพบวากลุมที่ไดรับยีสตสายพันธุ
Cryptococcus   sp.  AJ98 มีอัตราการเจริญตอวันสูงที่สุด คือ 4.40   สําหรับกลุมอื่น ๆ มี
อัตราใกลเคียงกัน   สําหรับกลุมควบคุมที่ไมไดรับยีสตจะมีอัตราการเจริญตอวัน เทากับ
3.86 (ตารางที่9) เมื่อทดสอบทางสถิติ พบวาอัตราการเจริญเติบโตตอวันในยีสตทั้ง 7
กลุมกับกลุมควบคุม ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
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ตารางที่ 9   น้ําหนักเฉลี่ยกอนและหลังเลี้ยง  อัตราการรอดตายสัมพัทธ (%)  และการเจริญเติบโตตอวัน (G)  ของกุงกุลาดําที่ผสมยีสตที่คัด
เลือกไดในอาหารเปนเวลา 30 วัน

สายพันธุยีสต น้ําหนักกุงกุลาดํา
กอนเลี้ยง (N)

น้ําหนักกุงกุลาดํา
หลังเลี้ยง (N)

เปอรเซนตการรอด
ตายสัมพัทธ (N)

การเจริญเติบโตตอ
วัน (N)

Control 4.78 ± 1.69 (27) 5.60  ± 3.35 (27) 86.89 ± 0.05 (9) 3.86 ± 0.11 (9)
Cryptococcus sp. AJ43 4.57 ± 4.39 (27)  5.42 ± 5.89 (27) 100.0 ± 0.00 (9) 3.90 ± 0.07 (9)
Candida sp. AJ70 4.95± 5.78 (24)  6.40 ± 7.69 (24) 86.89 ± 0.55 (8) 4.28 ± 0.41 (8)
Cryptococcus sp. AJ98 4.46± 9.17 (27)  5.85 ± 7.38 (27) 100.0 ± 0.00 (9) 4.40 ± 0.49 (9)
Stengmatomyces sp. AJ176 5.78 ± 3.94 (21)  7.24 ± 1.25 (21) 100.0 ± 0.00 (7) 4.16 ± 0.31 (7)
Pichia sp. AJ179 5.33 ± 7.04 (24) 6.52  ± 7.35 (24) 86.89 ± 0.05 (8) 4.05 ± 0.19 (8)
Rhodotorula sp. AJ181 5.51 ± 4.82 (24) 6.09  ± 6.40 (24) 86.89 ± 0.05 (8) 3.64 ± 0.89 (8)
Malassezia sp. AJ188 5.57 ± 5.73 (21) 6.88  ± 8.04 (21) 77.78 ± 0.49 (7) 4.08 ± 0.15 (7)

หมายเหตุ : N หมายถึง  จํานวนกุงกุลาดํา (ตัว) ที่ใชในการทดลองแตละกลุมทดลอง
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8. การตรวจนับเชื้อยีสต Vibrio spp. และจํานวนจุลินทรียท้ังหมดที่พบในระบบทางเดิน
อาหารกุงกุลาดํา

หลังจากใหยีสตที่มีคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติก ผสมกับอาหารกุงกุลาดํา
ใหแกกุงกุลาดําทั้ง 7 กลุมทดลอง และกลุมควบคุม เปนระยะเวลา 30 วัน หลังจากนั้นสุม
ตัวอยางกุงกุลาดําแตละกลุมทดลองกลุมละ 3 ตัว  มาตรวจนับเชื้อ ยีสต (อาหาร YA)
Vibrio sp. (TCBS) และจํานวนจุลินทรียทั้งหมด (PCA) ที่พบในทางเดินอาหารกุงกุลาดํา
(การผาตัดเหมือนกับการเก็บตัวอยาง)  ผลการนับเชื้อยีสตพบปริมาณเชื้อยีสตมากที่สุด
และปริมาณนอยที่สุด คือ 2.57 x 105 CFU/ml และ 9.3 x 103 CFU/ml ในชุดการทดลอง
ที่  2   ที่ไดรับเชื้อ Candida  sp.  AJ70   และชุดควบคุมที่ไมไดรับยีสต ตามลําดับ ซึ่งไม
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวา บริเวณลําไสสวนปลายของระบบ
ทางเดินอาหารกุงกุลาดํา จะพบปริมาณยีสตมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับทุกสวนของ
ระบบทางเดินอาหารกุงกุลาดําในทุกชุดของการทดลอง โดยพบวาบริเวณที่พบยีสตนอย
ที่สุด ไดแก  บริเวณปาก-กระเพาะ   สวนบริเวณซีกัมและลําไสสวนตน จะพบยีสตใน
ปริมาณที่ลดหลั่นกันมาตามลําดับ

สําหรับผลการทดลองการตรวจนับจํานวน Vibrio  sp.  ที่พบในทางเดินอาหาร
ของกุงกุลาดํา จะพบจํานวน Vibrio sp. มากที่สุด   4.55 x 105 CFU/g  ในชุดการทดลองที่
7 ซึ่งไดรับยีสตสายพันธุ     Malassezia sp.  AJ188   และพบจํานวนนอยที่สุด   1.05 x
104 CFU/g   ในชุดควบคุม    โดยจะพบเชื้อบริเวณทุกสวนของระบบทางเดินอาหารของ
กุง  คือ ปาก-กระเพาะ, ลําไสสวนตน, ลําไสสวนปลาย และบริเวณซีกัม โดยจะพบ
บริเวณลําไสสวนปลายมากที่สุด

นอกจากนี้จะพบจํานวนจุลินทรียทั้งหมดมากที่สุด จํานวน  8.42 x 106 CFU/g
และพบนอยที่สุด 1.61 x 106 CFU/ml ในชุดการทดลองที่ไดรับยีสตสายพันธุ
Cryptococcus   sp.  AJ43   และยีสตสายพันธุ  Cryptococcus  sp.  AJ98 ตามลําดับ  โดย
จะพบบริเวณลําไสสวนปลายมากที่สุด   สําหรับบริเวณปาก-กระเพาะ  และลําไสสวน
ตนจะพบในปริมาณที่ใกลเคียงกัน  (ตารางที่ 10)
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ตารางที่ 10  เชื้อยีสต Vibrio sp. และจํานวนจุลินทรียท้ังหมดที่พบในระบบทางเดิน
อาหารกุงกุลาดํา (CFU/g)

9.  การทดสอบกับเชื้อกอโรค  (Pathogen challenge test)
นํากุงที่เหลือจากการทดลองที่มีอายุ 30 วันหลังจากที่ไดผานการใหอาหารที่ผสม

ยีสตที่คัดเลือกไดแลว ในขั้นตนมาทดสอบความตานทานตอการเกิดโรคจาก V. harveyi
โดยทําการฉีดเชื้อ V. harveyi  อายุ  24 ชั่วโมง   โดยเตรียมใหมีความเขมขน 3 x 107

CFU/ml  แลวฉีดใหแกกุงกุลาดําทุกตัว ตัวละ 0.1  ml ในทุกชุดการทดลอง  และติดตาม
การตายของกุงเปนเวลา 7 วันโดยใหอาหารแกกุงกุลาดําตามปกติ  ผลการทดลองพบวา
กลุมการทดลองที่ไดรับอาหารที่ผสมยีสตสายพันธุ Cryptococcus sp. AJ98,
Stengmatomyces  sp.  AJ176 และ  Pichia sp. AJ179  มีอัตรารอด 100%  สําหรับกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับการผสมยีสตในอาหารมีอัตราการรอด 28.57% ซึ่งเปนกลุมที่มีอัตรา
การรอดตายนอยที่สุด นอกจากนี้มีอัตราการรอดตาย  66.67%,  75.00%,  80.00% และ
75.00%    ในกลุมการทดลองที่ไดรับยีสตสายพันธุ Cryptococcus  sp.   AJ43, Candida

เชื้อที่พบในระบบทางเดินอาหาร (CFU/g)ยีสต
Vibrio sp. ทั้ง

หมด
ยีสตทั้งหมด จํานวนแบคทีเรีย

ทั้งหมด
ชุดควบคุม 1.05 x 104 9.3 x 103 7.05 x 107

Cryptococcussp. AJ43 3.3 x 104 8.78 x 104 8.42 x 106

Candida   sp.  AJ70 1.58 x 104 2.57 x 105 1.37 x 107

Cryptococcus  sp. AJ98 2.28 x 105 8.3 x 104 1.61 x 106

Stengmatomyces  sp.  AJ176 2.49 x 105 5.3 x 104 1.38 x 107

Pichia  sp. AJ179 2.3 x 105 4.65 x 104 8.18 x 107

Rhodotorula   sp.  AJ181 3.8 x 105 6.24 x 104 1.35 x 107

Malassezia sp.  AJ188 4.55 x 105 9.87 x 104 2.12 x 106
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sp.   AJ70, Rhodotorula   sp.   AJ181 และ  Malassezia sp.  AJ188  (ตารางที่ 11)  เมื่อ
ทดสอบทางสถิติพบวากลุมที่เลี้ยงดวยยีสตทั้ง 7 กลุม    มีอัตราการรอดตายที่แตกตาง
จากกลุมควบคุมทั้งหมด (P<0.05)     หลังจากนั้นนํากุงกุลาดําที่ตายมาตรวจดูลักษณะ
ภายนอกพบวา    กุงที่ติดเชื้อจะมีลักษณะออนเพลีย ไมกินอาหาร  วายน้ําอยูบริเวณผิวน้ํา
ตับมีสีซีดลง  ซี่เหงือกมีสีดํา ตัวหลวม ตัวกุงเริ่มมีสีแดง  เวลากลางคืนจะสังเกตเห็น
ลักษณะเรืองแสงจากตัวกุงกุลาดํา และมาผาตัดเอาสวนทางเดินอาหาร, ตับ และกลาม
เนื้อมาแยกเชื้อ V. harveyi   โดยนํามาตรวจสอบสมบัติการยอมสีแกรม รูปราง การเรียง
ตัว การเรืองแสงบนอาหาร TSA  ที่มีการเติม 1.5% NaCl  และการหมักน้ําตาลซูโครสใน
อาหาร TCBS  ที่เติม  1.5% NaCl   เพื่อยืนยันวากุงกุลาดําที่เลี้ยงตายดวยเชื้อ V. harveyi
ที่ทําการฉีดเขาไปในตัวกุงและเหนี่ยวนําใหเกิดโรคเรืองแสงจริง
 10. วิเคราะหปริมาณเม็ดเลือดรวมในเลือด

หลังจากทําการเลี้ยงกุงดวยอาหารที่ผสมยีสตเปนเวลา 30 วันแลว  จึงทําการดูด
เลือดกุงมานับปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยของกุงกุลาดําที่กินอาหารทั้ง 8 กลุม (กลุมการ
ทดลองละ 3 ตัวทั้งหมด 24 ตัว)  โดยพบวาจะมีคาแตกตางกัน  โดยในกลุมที่มีการผสม
ยีสตสายพันธุ  Rhodotorula   sp.  AJ181 จะใหปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ยสูงสุด คือ   
5.03 x 107   เซลลตอมิลลิลิตร   สําหรับกลุมที่มีการผสมยีสตสายพันธุ     Cryptococcus   
sp.   AJ43,    Candida   sp.     AJ70, Cryptococcus   sp.  AJ98,  Stengmatomyces  sp.   
AJ176, Pichia sp.  AJ179  และ Malassezia sp.  AJ188   จะมีคาเทากับ   3.39 x 107,   
2.98 x 107,   4.37  x 107  3.83 x 107,  4.93 x 107 และ  3.14 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  ตาม
ลําดับ ยกเวนกลุมควบคุมที่ไมไดมีการผสมยีสตลงไป  จะใหปริมาณเม็ดเลือดรวมเฉลี่ย
นอยที่สุด คือ  2.45 x 107   เซลลตอมิลลิลิตร   (ตารางที่ 11)   เมื่อนําขอมูลไปวิเคราะห
ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  พบวา ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)
11. กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  (PO activity)

หลังจากทําการเลี้ยงกุงดวยอาหารที่ผสมยีสตเปนเวลา 30 วันแลวจึงนํากุงกุลาดํา
มาหาคา   กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสของกุงกุลาดํา  (กลุมการทดลองละ 3 ตัว
ทั้งหมด 24 ตัว)   ที่ไดรับอาหารที่ผสมยีสต   จะเห็นวาคากิจกรรมของเอนไซมฟนอล
ออกซิเดส      ในกลุมทดลองที่เลี้ยงดวยอาหารที่ผสมยีสตสายพันธุ          Cryptococcus
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sp.   AJ98       ใหคากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสมากที่สุด  คือ   305.84
unit/min/mg protein  สําหรับยีสตสายพันธุ     Cryptococcus   sp.   AJ43,    Candida
sp.    AJ70,  Stengmatomyces  sp.  AJ176, Pichia sp.  AJ179 , Rhodotorula   sp.  
AJ181, Malassezia sp.   AJ188 และชุดควบคุม มีคากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิ
เดส เทากับ 106.16, 79.40, 55.51, 11.00, 81.79, 82.65 และ  135.74 unit/min/mg protein
ตามลําดับ ซึ่งเมื่อทดสอบทางสถิติพบวา  กลุมทดลองที่ใหอาหารที่ผสมยีสตสายพันธุ
Cryptococcus   sp.   AJ98 ใหคากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ที่สูงกวาอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับทุกชุดของการทดลองกับกลุมอื่น ๆ ทั้งหมด (P<0.05)  ดัง
ตารางที่ 11
 12.  คาความสามารถในการกําจัดแบคทีเรียในเลือด  (Clearance ability of bacteria)

หลังจากทําการเลี้ยงกุงดวยอาหารที่ผสมยีสตเปนเวลา 30 วันแลวจึงนํากุงกุลาดํา
มาหาคาความสามารถในการกําจัดแบคทีเรียในเลือด (กลุมการทดลองละ 3 ตัวทั้งหมด
24 ตัว)  เมื่อฉีดสารละลายเชื้อ  V. harveyi    ที่มีความเขมขน   3 x 107   CFU/ml   ใหกับ
กุงทดลองตัวละ 0.1 มิลลิลิตร  เมื่อครบ 3 ชั่วโมง จึงดูดเลือดกุง 100 ไมโครลิตร    เพื่อ
นําไปนับเชื้อ V. harveyi    ที่เหลืออยูในเลือดกุง ผลการทดลองการหาคาความสามารถ
ในการกําจัดแบคทีเรียในน้ําเลือดของกุงกุลาดํากลุมตาง ๆ  พบวา ชุด Malassezia sp.
AJ188 เปนชุดที่มีการกําจัดแบคทีเรียในเลือดไดนอยที่สุด โดยมีแบคทีเรียเหลือในเลือด
3.8 X 103 CFU/ml   สําหรับกลุมที่มีการกําจัดแบคทีเรียในน้ําเลือดไดมากที่สุด ไดแก
กลุมที่ใหอาหารที่ผสมยีสต สายพันธุ Cryptococcus   sp.   AJ43 และ Pichia sp.  AJ179
โดยมีแบคทีเรียเหลือในน้ําเลือด 1.33 X 102 CFU/ml  และสําหรับกลุมอื่น ๆ ที่ใหยีสต
สายพันธุ Candida   sp.   AJ70, Cryptococcus   sp.   AJ98,  Stengmatomyces  sp.
AJ176, Rhodotorula   sp.   AJ181  และ ชุดควบคุม ตามลําดับ มีปริมาณแบคทีเรียเหลือ
ในน้ําเลือด เทากับ 1.66 X 102 CFU/ml 1.4 X 103 CFU/ml, 5.66 X 102 CFU/ml, 5.33 X
102 CFU/ml และ  1.5 X 103 CFU/ml ตามลําดับ ซึ่งปริมาณแบคทีเรียที่เหลือในน้ําเลือด
เมื่อทดสอบขอมูลทางสถิติ  พบวา  ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ในทุกชุดการ
ทดลอง  (ตารางที่ 11)
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ตารางที่ 11  ความสามารถในการกําจัดแบคทีเรียในเลือดของกุงที่เลี้ยงดวยอาหารผสมยีสต

สายพันธุยีสต อัตราการรอดตาย
(%) หลังจากเหนี่ยว

นําใหเกิดโรค

ปริมาณเม็ดเลือดรวมในกุงกุลาดํา
(เซลลตอมิลลิลิตร)

คากิจกรรมของเอนไซมฟ
นอลออกซิเดส

(unit/min/mgprotein)

ความสามารถในการกําจัด
V. harveyi. ในเลือด

(log CFU/ml)

Control 28.57 ± 0.29 2.45 x 107   ±  2.12 x 106 135.74   ±    69.66ns 7.47
Cryptococcus sp. AJ43 66.67 ± 0.34 3.39 x 107   ±  6.04 x 106 106.16   ±    82.50ns 7.47
Candida   sp.  AJ70 75.00 ± 0.19 2.98 x 107   ± 1.05 x 107 79.40   ±    125.53ns 7.47
Cryptococcus sp.  AJ98 100.0 ± 0.00 4.37  x 107  ± 1.36 x 107 305.84   ±    123.44 7.47
Stengmatomyces sp.AJ176 100.0 ± 0.00 3.83 x 107   ±  5.74  x 106 55.51   ±    46.91ns 7.47
Pichia sp. AJ179 100.0 ± 0.00 4.93 x 107   ±  1.91 x 107 11.00   ±    19.05ns 7.47
Rhodotorula sp.  AJ181 80.00 ± 1.18 5.03 x 107   ± 3.39 x 107 81.79   ±    35.83ns 7.47
Malassezia sp.    AJ188 75.00 ± 0.32 3.14 x 107   ± 1.72 x 107 82.65   ±    27.76ns 7.47

ตัวเลขที่กํากับดวยตัวอักษรตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)
ns = non significant   แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)   
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13.  การศึกษาความสามารถในการเกาะเม็ดอาหารของยีสตในสภาวะสิ่งแวดลอมของการ
เลี้ยงกุงในตูทดลอง

การศึกษาความสามารถในการเกาะเม็ดอาหารของยีสต ในสภาวะสิ่งแวดลอมของ
การเลี้ยงกุงในตูทดลอง  โดยทําการเก็บตัวอยางอาหารที่ผสมยีสตสายพันธุตาง ๆ ที่ใหกับ
กุงกุลาดําในตูทดลองที่เลี้ยงกุงที่มีการพนอากาศปกติ จํานวน 10 เม็ด   ในชั่วโมงที่ 0 (เริ่ม
การใหอาหาร) และชั่วโมงที่ 5 (ครบเวลาใหอาหารอีกครั้ง) มาหาจํานวนของยีสตทั้งหมด
พบวาอัตราการกระจายตัวสูงที่สุดในยีสตสายพันธุ  Cryptococcus.   sp.  AJ98 คือ 23.41
CFU/h ในขณะที่กลุมที่มีอัตราการกระจายตัวนอยที่สุด คือ  ยีสตสายพันธุ Cryptococcus.
sp.  AJ43  ซึ่งมีอัตราการกระจายตัว 3.9 CFU/h เมื่อเปรียบเทียบกับยีสตสายพันธุCandida
sp.    AJ70,  Stengmatomyces  sp.  AJ176, , Pichia  sp. AJ179 Rhodotorula   sp.   AJ181
และ Malassezia sp.  AJ188   ซึ่งมีอัตราการกระจายตัวเทากับ 8.17, 7.55, 9.49, 6.28 และ
8.76  และเมื่อทดสอบทางสถิติพบวา จํานวนของยีสตที่เกาะกับเม็ดอาหารในชั่วโมงที่ 0
และชั่วโมงที่ 5 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05)

ตารางที่ 12 ปริมาณยีสตในอาหารกุงในชั่วโมงที่ 0 และ ชั่วโมงที่ 5

ปริมาณยีสต CFU/gสายพันธุยีสต
ชั่วโมงที่ 0 ชั่วโมงที่ 5

อัตราการเกาะติด
ของยีสต

/ชม
Cryptococcus sp. AJ43 1.28 x 106 4.9 x 105 3.9
Candida   sp.  AJ70 3.58 x 107 3.12 x 106 8.17
Cryptococcus sp.  AJ98 9.5 x 107 1.35 x 106 23.41
Stengmatomyces sp.AJ176 3.6 x 107 5.8 x 106 7.55
Pichia sp. AJ179 4.3 x 107 5.05 x 106 9.49
Rhodotorula sp.  AJ181 2.8 x 107 2.9 x 106 6.28
Malassezia sp.    AJ188 4   x  107 4.95 x 106 8.76
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