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II 

บทคัดยอ 
 

  โครงการวิจัยเรื่อง การประยุกตใชสมุนไพรไทยเพื่อควบคุมแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้า
ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งแบบเทคโนโลยีด้ังเดิมและแบบกลองโฟม ไดแบงการ
ทดลองออกเปน 2 การทดลอง  โดยการทดลองแรกเปนการพัฒนาเทคโนโลยีการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวย (Penaeus merguiensis) แบบกลองโฟมดวยการประยุกตใชสารสกัดขิง (Zingiber 
officinale Roscoe) และใบมะรุม (Moringa oleifera Lam.) ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
เปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin (PS) ความเขมขน 0.1%  จากการศึกษาพบวา
สารสกัดใบมะรุมมีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับประยุกตใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมากกวา
สารสกัดขิง ถึงแมวาประสิทธิภาพในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยในชุดการ
ทดลองที่เติมสารสกัดใบมะรุมและชุดการทดลองที่เติมสารสกัดขิงมีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P>0.05) ตลอดการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยเปนระยะเวลา 1 ป แตสารสกัดใบมะรุมมี
ประสิทธิภาพในการลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยไดดีกวา
สารสกัดขิง  แตอยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกบัการเติมยาปฏิชีวนะพบวาสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดน้ี 
ยังมีประสิทธิภาพตํ่ากวายาปฏิชีวนะ PS  ในดานการกําจัดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด   
ในการทดลองตอนที่ 2 เปนการศึกษาแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะและยีนความรุนแรงในการกอโรค
กลุม Narrow-spectrum beta-lactamase (NSBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaPSE-1), 
Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaCTX-M) และ AmpC 
beta-lactamase (ไดแก blaCMY-1 และ blaCMY-2)  ของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่ด้ือตอยา
ปฏิชีวนะ PS และสารสกัดขิงและใบมะรุม ที่แยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็ง  โดยพบวาแบคทีเรีย
สวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ทําการศึกษาในครั้งน้ีจํานวน 18 ชนิด ยกเวน Plesiomonas 
shigelloides ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด ไดแก Cefoxitin, Cephalotin, Sulfonamides และ 
Trimethoprim-sulfamethoxazole สวน Staphylococcus aureus subsp. aureus พบวาด้ือตอ
ยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแก Sulfonamides และ Tetracycline  และ Staphylococcus epidermidis / 
S. lugdunensis ด้ือตอยาปฏิชีวนะ Tetracycline  และแบคทีเรียชนิดสุดทายที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ คือ 
Tatumella ptyseos ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 3 ชนิด ไดแก Ampicillin, Cefoxitin และ Cephalotin  
และไมพบยีนความรุนแรงกลุมน้ีในแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่ใชในการศึกษาในครั้งน้ี   
 
คําสําคัญ: สมุนไพร; การแชแข็ง; กุงแชบวย; ถุงนํ้าเช้ือ 
 
 
 
 
 
 
 



III 

Abstract 
 

  This project entitled “Application of Thai medicinal plants for controlling 
human and aquatic animal pathogenic bacteria in Penaeus merguiensis 
spermatophores cryopreserved by conventional method and styrofoam box” was 
divided into 2 main experiments. In the first experiment, cryopreservation of banana 
shrimp (Penaeus merguiensis) spermatophores using styrofoam box with addition of 
ginger (Zingiber officinale Roscoe) or moringa (Moringa oleifera Lam.) extracts (0.1 
mg/ml; final concentration each) in comparison with 0.1% Penicillin-Streptomycin 
(PS) was developed. Along cryostorage for a year, moringa extract was suitable agent 
for cryopreservation of banana shrimp spermatophores. Although similar sperm 
viability percentages of post-thawed sperm supplemented with moringa or ginger 
extracts were observed, moringa extract significantly reduced (P < 0.05) heterotrophic 
bacteria number in cryostored spermatophore, compared with those added with 
ginger extract. However, the two tested extracts showed lower efficacy than PS in 
terms of elimination of heterotrophic bacteria. In the second experiment, antibiotic 
susceptibility and presence of virulent genes (narrow-spectrum beta-lactamase 
(NSBL; blaTEM, blaSHV and blaPSE-1), extended-spectrum beta-lactamase (ESBL; blaTEM, 
blaSHV and blaCTX-M) and AmpC beta-lactamase (blaCMY-1 and blaCMY-2)) of human and 
aquatic animal pathogenic bacteria isolated from cryostored spermatophores 
resistant to PS and moringa and ginger extracts were investigated. Most bacteria used 
in this study were susceptible to 18 tested antibiotics with exception of 4 bacterial 
species. Plesiomonas shigelloides was resistant to 4 antibiotics e.g. cefoxitin, 
cephalotin, sulfonamides and trimethoprim-sulfamethoxazole while Staphylococcus 
aureus subsp. aureus was resistant to sulfonamides and tetracycline. Tetracycline 
was a only antibiotic that was unable to inhibit Staphylococcus epidermidis /  
S. lugdunensis and Tatumella ptyseos exhibited resistance characteristics to 
ampicillin, cefoxitin and cephalotin. Lastly, absence of all virulent genes tested in 
this study was observed in human and aquatic animal pathogenic bacteria isolates.                    

 
Keywords: Medicinal plants; Cryostorage; Banana prawn; Spermatophore 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย  
 การเพาะเลี้ยงกุงทะเลเปนอาชีพที่มีบทบาทสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  เพราะ
ผลผลิตกุงที่มีอยูในประเทศสามารถสรางมูลคาในการสงออก และยังกอใหเกิดอุตสาหกรรมตอเน่ือง
มากมาย อีกทั้งความตองการบริโภคกุงทะเลเศรษฐกิจในตลาดโลกที่สูงข้ึนเปนผลใหเกิดการขยายตัว
ของอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงทะเลอยางรวดเร็ว (Nimrat et al., 2005; 2008; Vuthiphandchai 
et al., 2007)  ประเทศไทยเปนประเทศหน่ึงที่มีศักยภาพในการเพาะเลี้ยงกุง และถือเปนผูผลิต 
รายใหญเปนอันดับ 2 ของโลก  (13 %)  รองจากประเทศจีน (39 %)  แตผลผลิตกุงจากประเทศจีน
จะเนนเพื่อการบริโภคในประเทศ  ขณะที่ประเทศไทยเนนเพื่อการสงออกถึง 90 % ของผลผลิตที่ได  
โดยในป พ.ศ. 2554 ประเทศไทยมีสัดสวนการสงออกกุงในตลาดโลกสูงที่สุด (15 %)  รองลงมาคือ
ประเทศเวียดนาม (14 %) และประเทศจีน (12 %)  กุงที่นิยมเพาะเลี้ยงทั่วโลกและสามารถเปนสินคา
สงออกที่สรางรายไดใหแกประเทศมีประมาณ  7 สายพันธุ  คือ  กุงขาวแวนนาไม กุงกุลาดํา  กุงขาวจีน  
กุงฟา กุงคุรุมา กุงขาวอินเดียและกุงแชบวย (ถนอมจิตร สิริภคพร และคณะ, 2556) 
 กุงแชบวย (Penaeus merguiensis) เปนกุงทะเลชนิดหน่ึงที่นิยมเพาะเลี้ยงมากในแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต (Boonyaratpalin, 1998) เน่ืองจากเปนกุงที่มีขนาดใหญ เจริญเติบโตเร็ว 
เลี้ยงงาย  ทนตอสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไดดี (Zacharia and Kakati, 2002) ทั้งยังใชตนทุน
ในการเพาะเลี้ยงตํ่า  ใชระยะเวลาในการเลี้ยงสั้นและไดผลผลิตสูง  ทําใหเกษตรกรนิยมเลี้ยงกันมาก
ข้ึนและมีความตองการลูกกุงแชบวยสําหรับเพาะเลี้ยงปริมาณมากข้ึน นอกจากน้ีกุงแชบวยยังเปนที่
ตองการของตลาดทั้งภายในประเทศและตางประเทศ (กําจัด รื่นเริงดี และวิไลวรรณ สอนประสม, 
2551) สงผลใหมีความตองการพอพันธุและแมพันธุกุงปริมาณมากข้ึนตามไปดวย  (สุพจน จึงแยมปน 
และชัยรัตน พุมชวย, 2547)  ในปจจุบันความตองการกุงแชบวยในตลาดมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึน สงผล
ใหการผลิตกุงแชบวยไมเพียงพอตอความตองการของตลาด  รวมทั้งการผสมพันธุตามธรรมชาติน้ัน
สามารถเพิ่มผลผลิตไดปริมาณนอย  ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวสําหรับการผสมเทียมจึงเปนอีก
แนวทางหน่ึงที่จะสามารถเพิ่มปริมาณกุงแชบวยใหเพียงพอตอความตองการของตลาด   

การเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งจึงมีแนวโนมที่จะมีความสําคัญอยางมากตอการเพาะ
ขยายพันธุสัตวนํ้า  โดยเฉพาะในสัตวนํ้าที่ใกลสูญพันธุหรือมีวัยเจริญพันธุไมพรอมกัน  นอกจากน้ีการ
ลําเลียงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าแชแข็งไปใชในการผสมเทียมก็ทําไดสะดวกกวาการลําเลียงพอพันธุ  โดย
สามารถขนสงภายในประเทศและระหวางประเทศไดงาย  และยังสามารถใชเปนแนวทางในการ
พัฒนาการเก็บรักษาพันธุกรรมของธนาคารยีน (Gene bank)  แตอยางไรก็ตามในประเทศไทย
การศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็งยังมีอยูนอยมากเมื่อเทียบกับการศึกษาใน
ตางประเทศ  เน่ืองจากสัตวนํ้าสวนใหญที่พบในประเทศไทยมักจะมีนํ้าเช้ือ (Semen)  หรือถุงนํ้าเช้ือ 
(Spermatophore)  ที่สมบูรณดีตลอดชวงฤดูผสมพันธุวางไข และหาไดงายจึงทําใหผูเพาะพันธุ 
สัตวนํ้าไมนิยมเก็บนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือสัตวนํ้าเอาไวใชในอนาคต  โดยทั่วไปผูเพาะพันธุสัตวนํ้านิยมที่
จะใชนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รีดออกมาใหม ๆ ผสมกับไข เพราะเช่ือวาคุณภาพนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ
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ขณะรีดออกมาใหม ๆ จะดีกวานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือที่รักษาเอาไวระยะหน่ึงแลว แตบางครั้งในชวง
ปลายฤดูผสมพันธุวางไข  พอพันธุจะมีปริมาณนํ้าเช้ือหรือสเปรมลดลง  ถึงแมวาจะสามารถกระตุนได
โดยการฉีดฮอรโมนหรือใชวิธีการจัดการสิ่งแวดลอมใหสัตวนํ้าสรางนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือมากข้ึน แต
กลับพบวาแมพันธุมีไขแกนอยมาก ทําใหการเพาะพันธุไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร หรือในบางครั้ง
การเพาะพันธุสัตวนํ้าหลาย ๆ ชนิด  โดยเฉพาะการเพาะพันธุสัตวนํ้าตางชนิดกัน (Hybridization)  
ก็มักพบวาชวงระยะเวลาที่สามารถรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ (Sperm availability) ไดก็ไมสัมพันธกับ
ชวงระยะเวลาที่แมพันธุตกไข (Egg availability) ทําใหมีความยุงยากในการจัดการระหวางการ
เพาะพันธุ    นอกจากน้ีพอพันธุสัตวนํ้าที่ถูกรีดนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือบอยครั้งก็ไมสามารถผลิตนํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือไดทันสําหรับการใชเพาะพันธุครั้งตอไป  รวมทั้งยังมีปญหาความแปรปรวนของสัตวนํ้า
แตละตัว (Individual variation) ที่ผลิตนํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือไดตางกัน  ทําใหมีความยุงยากในการ
จัดการในระหวางการผสมเทียมของไขและถุงนํ้าเช้ือในโรงเพาะฟกเปนอยางมาก ซึ่งการเพาะพันธุ 
กุงแชบวยในปจจุบันก็นิยมใชพอแมพันธุที่จับจากธรรมชาติเปนหลัก  และมักพบวามีปญหาคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวยไมแนนอนในระหวางการใชเพาะพันธุ  เพราะบางครั้งพอพันธุกุงแชบวยที่จับไดก็ 
ไมมีถุงนํ้าเช้ือหรือมีแตไมสมบูรณเพศเพียงพอ  และการขาดแคลนพอพันธุกุงแชบวยในบางชวงของ
ฤดูกาลยังคงเปนปญหาหลักที่ตองแกไขเพื่อสามารถควบคุมผลผลิตลูกกุงแชบวยไดตามที่ตองการ   
 ช้ันตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวนํ้าแบบแชแข็ง  กลาวโดยสรุปสามารถทําไดโดยการนําเอา
นํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร (Sperm extender) พรอมกับใสสารที่
ปองกันไมใหเซลลเปนอันตรายในระหวางการแชแข็งซึ่งเรียกวาสารไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) 
แลวจึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือพรอมกับลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว กอนที่จะเก็บรักษาไวใน
ไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส)  ซึ่งสามารถเก็บรักษาคุณภาพของนํ้าเช้ือสัตวนํ้าได
เปนเวลานานเปนป  แตอยางไรก็ตามยังมีหลายปจจัยที่ทําใหเกิดอันตรายตอเซลลที่ทําการแชแข็ง ซึ่ง
สามารถพบไดในทุกข้ันตอนของกระบวนการแชแข็ง  นับต้ังแตการคัดเลือกแหลงเช้ือพันธุ (Gamete 
collection) การเก็บเซลลเช้ือพันธุ  สารที่ใชเจือจางนํ้าเช้ือ (Extenders)  สารไครโอโพรเทคแทนท  
เวลาสมดุลของสารไครโอโพรเทคแทนท (Equilibration time)  อัตราการลดอุณหภูมิ (Freezing 
rate)  การเก็บรักษาและการละลาย (Thawing;  กฤษณ   มงคลปญญา, 2536)  หากพิจารณาดูแลวทุก
ขบวนการที่ทําการแชแข็งมีความสําคัญตอการมีชีวิตของเซลลที่ทําการแชแข็ง  ในอีกแงหน่ึงคือ อัตรา
การมีชีวิตของเซลลภายหลังการแชแข็งและการละลายน้ันยังข้ึนอยูกับขนาดของเซลล  อัตราการลด
อุณหภูมิและอัตราการแพรของนํ้ายาผานผนังเซลล  อาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของผลการ
ปฏิสนธิและการลดลงของการเคลื่อนที่ของสเปรม  ซึ่งมีความสัมพันธกับความสามารถในการปฏิสนธิ 
(Saad et al., 1988)   
 นอกจากน้ีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือไวเปนระยะเวลานาน อาจพบปญหาการเจริญของ
แบคทีเรียที่ปนเปอนมาในข้ันตอนการรวบรวมถุงนํ้าเช้ือ โดยการปนเปอนอาจเกิดจากแบคทีเรียที่อยู
บนผิวตัวกุงหรือมีแบคทีเรียปนอยูในถุงนํ้าเช้ือต้ังแตแรกขณะที่กุงอยูในนํ้าหรือสิ่งแวดลอมภายนอก  
ดังน้ันจึงจําเปนตองควบคุมไมใหแบคทีเรียเจริญในระหวางที่ถุงนํ้าเช้ือไดถูกแชแข็งเอาไว เพราะ
แบคทีเรียจะทําใหคุณภาพสเปรมลดลงอยางรวดเร็ว (Nimrat and Vuthiphandchai, 2008)  
นอกจากน้ีมีรายงานแสดงใหเห็นวานํ้าเช้ือสัตวนํ้าที่มีแบคทีเรียปนเปอนมีผลทําใหอัตราการปฏิสนธิกบั
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ไขลดตํ่าลงเมื่อนํามาผสมเทียมกับไข (Stoss and Refstie, 1983; Saad et al., 1988) จึงไดมีการ
นําเอายาปฏิชีวนะมาใช เพื่อลดการปนเปอนของแบคทีเรียเพื่อทําใหระยะเวลาการเก็บรักษานํ้าเช้ือ
หรือถุงนํ้าเช้ือนานข้ึน  อยางไรก็ตามแมวายาปฏิชีวนะสามารถยับย้ังหรือฆาแบคทีเรียได แตการใชยา
ปฏิชีวนะเปนระยะเวลานานอาจสงผลตอคุณภาพของสเปรมและอาจทําใหมีการเพิ่มข้ึนของแบคทเีรยี
ที่ด้ือยา ดังน้ันการใชสารที่มีคุณสมบัติในการตานจุลชีพจากสมุนไพรจึงนับวาเปนทางเลือกหน่ึงที่
นํามาใชทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ เน่ืองจากสมุนไพรมีความเปนพิษตํ่าและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  
และการประยุกตใชสมุนไพรในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้ายังเปนแนวทางที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมและมี
ความย่ังยืน   
 ในปจจุบันมีการนําสารสกัดสมุนไพรหลายชนิดมาใชเพื่อควบคุมการปนเปอนหรือยับย้ังการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรค ยกตัวอยางเชน Sivaram et al. (2004)  ศึกษาการใชสารสกัด Methanolic 
จากพืชสมุนไพร 10 ชนิด ในการยับย้ัง Vibrio harveyi จากการทดลองพบวาสารสกัด Methanolic 
จากกะเพรา (Ocimum sanctum) โสมอินเดีย (Withania somnifera) และจันทนเทศ (Myristica 
fragrans)  มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง V. harveyi  และ Gnanamani et al. (2003)  ศึกษาผลของ
สารสกัดใบลําโพงขาว (Datura alba) และหงอนไก (Celosia argentea) ที่สกัดดวยเอทานอลใน
การยับย้ังแบคทีเรียกอโรคที่แยกไดจากคนไข คือ E. coli, Staphylococcus sp., Klebsiella sp., 
Pseudomonas sp., Shigella sp., Streptococcus sp., Salmonella sp. และ Vibrio sp. ผลการ
ทดลองพบวาสารสกัดทั้ง 2 ชนิด สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทั้ง 8 ชนิดได  
นอกจากน้ีการใชสารสกัดจากสมุนไพรยังเปนอีกแนวทางหน่ึงที่สามารถนํามาประยุกตใชในการ
ควบคุมการปนเปอนของแบคทีเรียและเพิ่มประสิทธิภาพในการเก็บรักษานํ้าเช้ือหรือถุงนํ้าเช้ือ โดยมี
รายงานการวิจัยที่แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเหงาไพล เหงากระชายดํา ใบมะรุมและใบฝรั่ง สามารถ
ยับย้ัง Pseudomonas putida, Sphingomonas paucimobilis และ Acinetobactor sp. ที่ปนเปอน
ในนํ้าเช้ือปลากะพงขาวที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย, 
2553) และการใชสารสกัดจากพริกช้ีฟาในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาดุกแอฟริกันแบบแชแข็ง  สามารถ
ยับย้ังการเจริญของ Bacillus firmus และ B. laterosporus  ในระหวางการเก็บรักษาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  (สุบัณฑิต  น่ิมรัตน และคณะ, 2554)  ดังน้ันการใชสารสกัดจากพืชสมุนไพรจึงนาจะมี
ศักยภาพในการนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษานํ้าเช้ือของสัตวชนิดอื่น ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 การศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยเรื่อง “การประยุกตใชสมุนไพรไทย
เพื่อการกําจัดแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย” ที่ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัย
จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2555-2557  ซึ่งผลการวิจัยทํา
ใหทราบถึงชนิดของบัฟเฟอร  ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท และ Protocol ที่เหมาะสมสําหรับ
การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็นและแชแข็ง รวมถึงทราบถึงข้ันตอนและวิธีการ
ประยุกตใชสมุนไพรไทยในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชเย็น ซึ่งเปนการเก็บรักษาแบบ
ระยะสั้น  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีซึ่งเปนการศึกษาวิจัยตอยอด  คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจในการนํา
สารสกัดสมุนไพรมาใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งอยางงายโดยใชกลองโฟม   
เพื่อควบคุมและลดปริมาณการปนเปอนแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษาแบบระยะยาว ซึ่งจะสงผล
ตอคุณภาพของนํ้าเช้ือที่นํามาใชในการปฏิสนธิ และยังเปนการลดการแพรกระจายของเช้ือกอโรค 
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ออกสูสิ่งแวดลอม  จะทําใหประเทศไทยเปนประเทศที่มีความเขมแข็งของอุตสาหกรรมกุงทะเลและ
จะกาวตอไปยังสัตวนํ้าเศรษฐกิจชนิดอื่น ๆ ตอไป  
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชกลองโฟม 
 2. เพื่อศึกษาผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพ
สเปรมกุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่
ปนเปอนระหวางการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 3.  เพื่อศึกษาแบบแผนการด้ือยาและยีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคที่
ปนเปอนจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาในปที่ 3 ทําการศึกษาตอเน่ืองจากปที่ 2  ในหัวขอการทดสอบผลของสารสกัด
สมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยและการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่
เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟม  และนําแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชแข็งทั้ง 2 แบบคือ แบบแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติและแบบ 
กลองโฟมมาศึกษาตอเน่ืองถึงแบบแผนการด้ือยาและยีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรีย 
กอโรคที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเกบ็รวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 

การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรที่มีตอการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยดวยเครื่องแชแข็ง
อัตโนมัติและแบบกลองโฟม 

การศึกษาผลของระยะเวลาการ
เก็บตอคุณภาพสเปรมของ 

ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษา
แบบแชแข็ง 

การประเมินการปนเปอนของ
แบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตว
นํ้าจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ผาน

การแชแข็ง 

การจัดจําแนกชนิดของแบคทเีรียที่
ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่

ผานการแชแข็ง 

การศึกษาแบบแผนการด้ือยาและยีน
ความรุนแรงในการกอโรค 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงวิธีการที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพของการประยุกตใชสมุนไพรไทยในการ

เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวโดยการใชกลองโฟม 
2. ทราบถึงผลของการประยุกตใชสารสกัดสมุนไพรไทยตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปรม

กุงแชบวย  และการเปลี่ยนแปลงปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกอโรคในคนและสัตวนํ้าที่ปนเปอน
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟม 

3.   ทราบถึงแบบแผนการด้ือยาและยีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคที่
ปนเปอนจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   

4. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง ซึ่งขอมูล
ดังกลาวสามารถนําไปใชในการศึกษาข้ันสูงตอไป รวมทั้งทําใหสามารถประยุกตใชการเพาะขยายพันธุ
กุงแชบวยไดโดยตรง  ทําใหการจัดการฟารมและการเพาะพันธุกุงแชบวยมีความสะดวกและมี
ประสิทธิภาพดีข้ึน และยังเปนแนวทางในการพัฒนางานวิจัยดานการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงชนิดอื่น ๆ 
ตอไปในอนาคต 

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ ประกอบดวยหัวขอดังน้ี 
 1. กุงแชบวย  
 2. การแพรกระจายของโรคที่เกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 4. งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 
 
1. กุงแชบวย  
 กุงแชบวย (Banana prawn) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Penaeus merguiensis ซึ่งมีอนุกรมวิธาน 
ดังน้ี (ประจวบ หลําอุบล, 2530) 
 
 Phylum Arthropada 
  Class Crustacea 
   Subclass Malacostraca 
    Order Decepoda 
     Suborder Natenita 
      Section Penaeidea 
       Genus Penaeus 
        Species merguiensis 
 
 1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา (ประจวบ หลําอบุล, 2530) 
 กุงแชบวยเปนกุงทะเลประเภทหน่ึงที่จัดอยูในคลาสครัสเตเซียน (Crustacean) เปนสัตวที่ 
ไมมีกระดูกสันหลัง หายใจโดยใชเหงือก  มีหนวด 2 เสน อยูบริเวณสวนหัวของกุง มีลําตัวงอยาว และ
ลําตัวเปนขอปลองทั้งหมด 19 ขอ ซึ่งแตละขอปลองจะประกอบดวยรยางคจํานวน 1 คู แตละคูจะมี
หนาที่แตกตางกัน  โดยแตละคูสามารถแบงไดเปน 3 สวน ตามปลอง ดังน้ี 

 1) รยางคสวนหัว (Cephalic appendages) จํานวน 5 คู 
      รยางคคูที่ 1-2 ทําหนาที่รับความรูสึก (Antenna) 

   รยางคคูที่ 3, 4  และ 5 ทําหนาที่ชวยในการกินอาหาร (Antenna) 
 2) รยางคสวนอก (Thoracic appendages) จํานวน 8 คู 
      รยางคคูที่ 6, 7  และ 8 ชวยในการกินอาหาร (Maxilliped) 
      รยางคคูที่ 9-13 ทําหนาที่ในการเดิน (Pereiopods) 
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 3) รยางคสวนลําตัว (Abdominal appendages) จํานวน 6 คู 
      รยางคคูที่ 14-18 ทําหนาที่ในการวายนํ้า  หรือชวยในการยึดเกาะของไข 

(Pleopods) 
      รยางคคูที่ 19 ทําหนาที่ชวยในการวายนํ้าหรือเคลื่อนที ่(Uropod)  
 

1.2 ลักษณะและความแตกตางระหวางเพศ 
 กุงแชบวยเพศผูและเพศเมียสามารถแยกออกจากกันไดโดยอาศัยการสังเกตความแตกตาง
ของลักษณะอวัยวะภายนอกที่ปรากฏ  โดยในกุงเพศเมียบริเวณที่อยูระหวางโคนคูที่ 5 และขาวายนํ้า
คูที่  1 จะมีอวัยวะที่เรียกวาทีไลกัม (Thelycum) สวนกุงเพศผูจะมีอวัยวะที่ เรียกวา พีแทสมา 
(Petasma) ซึ่งมีลักษณะเปนต่ิงย่ืนออกมาอยูระหวางโคนขาเดินคูที่ 1 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ 
วุฒิพันธุชัย, 2555) (ภาพที่ 1 และ 2) 
 
 

 
 

ภาพท่ี 1 ลักษณะเพศของกุง 
 ก : ลักษณะโดยทั่วไปของกุง 
 ข : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ค : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย  
 (Edwards, 1837) 

 
 
 
 

ก 

ข ค 
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ภาพท่ี 2 ลักษณะของอวัยวะสืบพันธุกุง 
 ก : Petasma อวัยวะสืบพันธุของเพศผู 
 ข : Thelycum อวัยวะสืบพันธุของเพศเมีย 

(http://ieatishootipost.sg/2013/12/singapore-prawn-files-sand-prawns-sua.html) 
  

1.3 การผสมพันธุและการวางไข 
 ในชวงฤดูการผสมพันธุและวางไข  เมื่อกุงเพศผูและเพศเมียมีความพรอมที่จะผสมพันธุแลว  
กุงเพศเมียจะทําการลอกคราบเปนระยะเวลาประมาณ 3-6 ช่ัวโมง จากน้ันกุงเพศผูจึงจะเขามากอด
รัดเพศเมีย และทําความสะอาดบริเวณสวนทอง (Ventral thoracic) ของกุงเพศเมีย ตอมากุงเพศผู
จะจับกุงเพศเมียหงายข้ึนพรอมกับปลอยถุงนํ้าเช้ือ (Gelatinous mass)  เขาไปบริเวณทีไลกัมของกุง
เพศเมีย  (ประจวบ หลําอุบล, 2530) (ภาพที่ 3) โดยภายในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยจะประกอบดวยเซลล
สเปรม  ซึ่งเซลลสเปรมของกุงแชบวยจะมีโครงสรางที่มีสวนหัวลักษณะกลมหนา และมีขนาดใหญ  
ภายในบรรจุสารพันธุกรรม และสวนหางมีลักษณะสั้นใชในการวายนํ้า (ภาพที่ 4)  ซึ่งภายหลังจากน้ัน
ไขที่มีการพัฒนาอยางเต็มที่จากกุงเพศเมียที่พรอมวางไข  จะสังเกตเห็นพฤติกรรมของกุงเพศเมียที่จะ
วายนํ้าวนไปมามีอาการกระวนกระวายกอนที่จะวางไข โดยขณะการวางไขของกุงเพศเมียจะมีลักษณะ
การงอสวนของหางเขาหาลําตัวทางดานหนาทองบริเวณปลองที่ 4 จากน้ันขาเดินทั้ง 5 คู จะงอ และ
กดสวนอกแนน สวนขาวายนํ้าจะโบกไปขางหนา และหลังอยางสม่ําเสมอ และที่ปลายขาเดิน 3 คูหลัง 
จะวายไปทางซาย และขวาอยางชาๆ เพื่อทําใหไขถูกปลอยออกมาเน่ืองจากการหมุนเวียนของนํ้าจาก
การโบกพัดของขาวายนํ้า  ทางชองที่เปดอยูบริเวณของขาคูที่ 3 (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และวีรพงศ  
วุฒิพันธุชัย, 2555) แลวนํ้าเช้ือจากถุงนํ้าเช้ือที่เก็บไวภายในกุงเพศเมียจะถูกปลอยออกมาจากบริเวณ
รูเปดของโคนขาคูที่ 4 ซึ่งไขที่ไดรับการผสมพันธุแลว (Fertilized eggs) จะจมลง และไขจะฟก
กลายเปนตัวออนเมื่อระยะเวลาผานไปประมาณ 12-14 ช่ัวโมง (ประจวบ หลําอุบล, 2530)  
 

 
 
 

ข ก 
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ภาพท่ี 3 ลักษณะการผสมพันธุของกุง 
ก :  คือลักษณะของกุงแชบวยเพศผูทีท่ําความสะอาดบรเิวณสวนทอง 

      ของกุงแชบวยเพศเมีย 
 ข : คือลักษณะการฉีดนํ้าเช้ือของกุงแชบวยเพศผูเขาสูกุงแชบวยเพศเมีย 

(http://www.m_e_hassanin.staff.zu.edu.eg/m.e.hassanin/page.asp?id=54) 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4 ลักษณะของสเปรมกุงแชบวย 
(ภาพโดย: ณัฐชนน พลายสิน) 

 
 
 

ก 

ข 
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2. การแพรกระจายของโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียในการเพาะเลี้ยงกุง 
 การแพรระบาดของโรคในสัตวนํ้าเกิดจากหลายสาเหตุ ไดแก การเกิดมลพิษในนํ้า การติดเช้ือ
จากรา  โพรโตซัว  ไวรัสและแบคทีเรีย  โดยโรคที่พบวามีการแพรระบาดและเปนปญหาในการ
เพาะเลี้ยง คือ โรควิบริโอซิส (Vibriosis)  โรคเอ็นเอชพี (Necrotizing hepatopancreatitis หรือ 
NHP) โรคติดเช้ือริกเก็ตเซียในเฮปปาโตแพนเครียส (Hepatopancreatic rickettsia infection) และ
โรคติดเช้ือมัยโครแบคทีเรียม (Mycobacterial infections) เปนตน (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551) ซึ่ง
การติดโรคดังกลาวหากไมไดรับการปองกันและแกไข อาจจะสงผลเสียหายตอปริมาณผลผลิตในการ
เพาะเลี้ยง และระบบนิเวศในการเพาะเลี้ยงได 
  
 2.1 โรควิบริโอซิส 
 โรควิบริโอซิส (Vibriosis) เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่อยูในสกุลวิบริโอ (Vibrio) 
ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน  โดยอาจมีลักษณะเปนทอนตรงหรือทอนโคงคลายเครื่องหมาย
จุลภาค  มีขนาดประมาณ 0.5-0.8 ไมโครเมตร  ไมสรางสปอรและแคปซูล สามารถเคลื่อนที่ไดโดย
อาศัยการใชแฟลกเจลลาที่ปลายเซลล สามารถผลิตเอนไซมออกซิเดส (Oxidase)  เอนไซมคะตะเลส 
(Catalase)  และสามารถหมักยอยนํ้าตาลกูลโคสโดยไมเกิดกาซได (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551; Baumann 
and Schubert, 1984)  เช้ือแบคทีเรียกลุมวิบริโอหลายชนิดเปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคทั้งในมนุษย 
และในสัตวนํ้าหลายชนิด  ซึ่งแบคทีเรียกลุมวิบริโอสามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมตาง ๆ เชน ทะเล 
มหาสมุทร รวมทั้งในบริเวณปากแมนํ้าที่เปนรอยตอระหวางนํ้าเค็มและนํ้าจืด  ดังน้ันจึงสามารถพบ
แบคทีเรียกลุมวิบริโอปนเปอนในอาหารทะเลประเภทตาง ๆ  รวมทั้งการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าในฟารม
โดยในการเพาะเลี้ยงกุงสามารถประสบกับปญหาการแพรระบาดของโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุม
วิบริโอ ซึ่งเปนปญหาที่พบไดบอยในการเพาะเลี้ยง (ทินรัตน ศรีสุวรรณ, 2551; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 
2551) เน่ืองจากปจจัยและสภาวะทางสิ่งแวดลอมในการเพาะเลี้ยงที่ไมเหมาะสม เชน นํ้าที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงมีคุณภาพไมดี ความหนาแนนของกุงภายในบอเพาะเลี้ยง อุณหภูมิของนํ้าสูงเกินไปและนํ้า 
มีคา DO ตํ่า เปนตน (Lewis, 1973; Lightner and Lewis, 1975; Brock and Lightner, 1990) 
ปจจัยเหลาน้ีสามารถเหน่ียวนําใหแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว ทําใหเกิดการติดเช้ือและ
เกิดการแพรระบาดของโรคติดเช้ือดังกลาวในกุงที่ทําการเพาะเลี้ยงได (Sizemore and Davis, 1985) 
ซึ่งเปนสาเหตุที่สําคัญประการหน่ึงที่ทําใหเกิดการตายของกุงที่ติดเช้ือ (Lightner and Lewis, 1975; 
Adams, 1991; Lightner et al., 1992; Lavilla-Pitogo et al., 1996; Lavilla-Pitogo et al., 
1998; Chen et al., 2000) แบคทีเรียที่เปนสาเหตุใหเกิดโรคติดเช้ือดังกลาวน้ีประกอบดวยแบคทีเรีย
กลุมวิบริโอหลายชนิด ไดแก Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, 
Vibrio alginolyticus และ Vibrio penaeicida (Brock and Lightner, 1990; Ishimaru et al., 
1995) นอกจากน้ียังมีรายงานการระบาดของโรควิบริโอซิสในกุงจากการติดเช้ือ Vibrio damsela, 
Vibrio fluvialis และแบคทีเรียกลุมวิบริโอชนิดอื่น ๆ ที่ไมสามารถจัดจําแนกได (Lightner, 1996)  
 V. harveyi เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค Luminescent vibriosis ไดในกุงหลายชนิด เชน  
กุงขาว (Litopenaeus vannamei) และกุงกุลาดํา (Penaeus monodon) เปนตน (Lavilla-
Pitogo et al., 1998; Guzman et al., 2010) ลักษณะอาการของกุงที่ติดโรควิบริโอซิสคือ กุงจะเกิด
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สภาวะขาดออกซิเจน ลําตัวมีสีตัวแดง เหงือกเปนสีแดงถึงนํ้าตาล  กินอาหารไดนอยและวายนํ้าชา ๆ 
อยูบริเวณผิวนํ้า (Anderson et al., 1988; Nash et al., 1992) สามารถเห็นการเรืองแสงอยาง
ชัดเจนในเวลากลางคืน (ชลอ  ลิ้มสุวรรณ, 2543; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2551) และมีโอกาสตายสูงถึง 95 
เปอรเซ็นต (Chen, 1992)   
 ดังน้ันการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียกลุมวิบริโอในบอเพาะเลี้ยงกุงจึงเปนปญหาทีต่องคํานึงถึง 
และทําการควบคุมเพื่อปองกันการเกิดโรคติดเช้ือจากแบคทีเรียกลุมวิบริโอ  ซึ่งจะทําใหกุงที่ติดโรค
ตายและสูญเสียปริมาณการผลิต 

 
 2.2 โรค Necrotizing hepatopancreatitis หรอื NHP 
 โรคติดเช้ือที่พบวามีการระบาดในการเพาะเลี้ยงกุงที่สําคัญอีกโรคหน่ึง คือ โรค Necrotizing 
hepatopancreatitis หรือ NHP เปนโรคที่เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียที่มีความรุนแรง และเปน
สาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจในการเพาะเลี้ยงกุง ลักษณะเช้ือแบคทีเรียที่ 
กอโรค NHP เปนแบคทีเรียแกรมลบ เซลลมีขนาดเล็ก มีรูปรางไมแนนอน และจะพบอยูภายในเซลล
เทาน้ัน (Obligate intracellular rickettsia-like pathogen) (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 
2550) การระบาดของโรค NHP พบครั้งแรกในมลรัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา ในป ค.ศ. 1995  
ทั้งน้ีการระบาดของโรค NHP มักปรากฏข้ึนเมื่ออุณหภูมิของนํ้าในบอเพาะเลี้ยงเพิ่มสูงข้ึนประมาณ 
29-31 องศาเซลเซียส และความเค็มของนํ้าเทากับ 20-40 พีพีที ติดตอกันเปนระยะเวลานาน แต
อยางไรก็ตามในกุงตัวออนจะไมพบการระบาดของโรค NHP  โดยโรคดังกลาวจะพบการระบาดเฉพาะ
ในกุงที่เพาะเลี้ยงในบอดินเทาน้ัน และสามารถพบการระบาดไดตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ทั้งน้ี
การแพรระบาดของโรค NHP มีสาเหตุจากการกินกุงที่เปนพาหะหรือกุงที่ติดโรค NHP อยูเขาไป
โดยตรง การปนเปอนของนํ้าหรือการปนเปอนของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรค NHP ในอุจจาระ
ของกุงที่ติดเช้ือก็สามารถเปนสาเหตุของการติดตอโรคดังกลาวได (Frelier et al., 1993; Australian 
Government Department of Agriculture, Fisheries and Forestry, 2008; Australian 
Government Department of Agriculture Fisheries and Forestry, 2012) รวมทั้งยังมีปจจัย
ของสภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยงไมเหมาะสมดังกลาวไวขางตนรวมดวย  สําหรับในประเทศไทยพบ
การระบาดของโรคต้ังแตชวงกลางป พ.ศ. 2548 ในฟารมเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนนาไมในหลายพื้นที่
แถบฝงทะเลอันดามัน ลักษณะของกุงที่เปนโรค โดยเริ่มจากไมกินอาหาร เปลือกบาง และตัวหลวม 
เหงือกมีลักษณะสีดํา มีบาดแผลตามลําตัว ตับและตับออนฝอ การติดเช้ือ NHP อยางรุนแรงจะทําให
ลักษณะของตับและตับออนเละจนเหลว บวมนํ้า จํานวน R และ B-cells ลดลง เซลลบุทอตับและ 
ตับออนมีขนาดเล็กลง (ชลอ ลิ้มสุวรรณ และนิติ ชูเชิด, 2550) 
 
3. การเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยแบบแชแข็ง 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือจัดเปนการเก็บรักษาสเปรมระยะยาวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซึ่ง
สามารถเก็บรักษาเช้ือไดนานกวาปกติ  เพราะจะสามารถชวยคงสภาพเซลลของสเปรมไวได  เน่ืองจาก
ขบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลเกือบเปนศูนย และเมื่อละลายเซลลอยางถูกตองทําใหเซลลกลับมา
อยูในสภาพเดิมและมีชีวิตอยูได (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
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 ในขณะที่ทําการลดอุณหภูมิในเซลล  เซลลอาจไดรับอันตรายเพราะภายนอกเซลลมักจะ
เปลี่ยนสถานะเปนนํ้าแข็งกอนนํ้าภายในเซลล สงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความเขมขนสูงซึ่งมี
สภาพเปน Hypertonic กับสารละลายในเซลลที่ยังไมถูกแชแข็ง  ทําใหเกิดแรงดันออสโมติกสงผลให
นํ้าภายในเซลลไหลออกนอกเซลลเพื่อปรับสมดุลใหสารละลายทั้งสองดานมีความเขมขนเทากนั ดังน้ัน
เซลลจะมีขนาดเล็กลงระหวางการลดอุณหภูมิแชแข็ง  การลดอุณหภูมิเร็วและเหมาะสมสามารถลด
การเหี่ยวของเซลลได  เน่ืองจากการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วทําใหนํ้าภายในเซลลไหลออกภายนอก 
ไมทัน  อยางไรก็ตามการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วเกินไปจะทําใหเกิดเกล็ดนํ้าแข็งข้ึนภายในเซลลเปน
อันตรายตอเซลลเชนกัน  ดังน้ันในขบวนการแชแข็งจึงมีการเติมสารเคมี คือ นํ้ายา Extender เพื่อ
เจือจางนํ้าเช้ือ โดย Extender ที่ดีควรมีคุณสมบัติคลาย Seminal plasma คือทําใหสเปรมที่นํา
ออกมาขางนอกอยูในสภาวะเหมือนอยูในถุงสเปรมไมเคลื่อนที่และลดการสูญเสียพลังงาน  อีกทั้งยัง
ชวยรักษาเซลลใหมีชีวิตรอดระหวางการลดอุณหภูมิและยังเปนสารอาหารใหกับเซลลอีกดวย  สําหรับ
สารอาหารที่สําคัญที่ใชในการแชแข็งคือ สารละลายไครโอโพรเทคแทนท (Cryoprotectant) ซึ่งชวย
ปองกันการเกิดเกล็ดนํ้าแข็ง (Ice crytal) ภายในเซลล ปองกันเซลลเหี่ยว ปองกันความเสียหายที่เกิด
จากการเสียสมดุลของเกลือแรและอิเลคโตรไลท  อีกทั้งยังสามารถรักษาคุณสมบัติของเย่ือหุมเซลลและ
ออกาแนลลใหมีสภาพปกติระหวางแชแข็ง  การเก็บรักษาเซลลโดยวิธีการแชแข็งตองกําหนด
ระยะเวลาที่เหมาะสม  ใหเซลลปรับตัวกับสารละลาย (Equilibration time) อัตราการลดอุณหภูมิ 
อุณหภูมิสารละลาย ลักษณะหลอดแชแข็ง การดูแลถังไนโตรเจนเหลวที่ถูกตองและเหมาะสมจึงจะ
สามารถเก็บรักษานํ้าเช้ือไดนาน 
 การแชแข็งนํ้าเช้ือมีประโยชนตอการเพาะพันธุสัตวนํ้า กลาวคือ ในการเพาะพันธุสัตวนํ้าสวน
ใหญน้ันเพศผูเมื่อถึงระยะโตเต็มวัยจะผลิตนํ้าเช้ือไดตลอดเวลา  แตการตกไขของสัตวเพศเมียจะไม
สามารถตกไขไดตลอดเวลา ดังน้ันถาเก็บรักษานํ้าเช้ือสัตวเพศผูไวไดเมื่อเพศเมียตกไขก็จะสามารถ
นํามาผสมพันธุกับเพศเมียไดตลอดเวลา  รวมถึงการเก็บรักษานํ้าเช้ือเพื่อนําไปผสมพันธุของสัตวที่เปน
กะเทย (Hermaphrodite) เชน ปลากะรัง (Epinephelus tauvina) ที่ชวงแรกของชีวิตเปนเพศเมีย
และเมื่อโตข้ึนจะกลายเปนเพศผู  นอกจากน้ียังมีประโยชนในเรื่องการผสมพันธุขามชนิด (Interspecific 
hybridization)  เพื่อใหไดสัตวที่พันธุดีกวาเดิม (กฤษณ มงคลปญญา, 2536) 
 
4. งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 

ธิดาพร ฉวีภักด์ิ และคณะ (2549) ไดทําการศึกษาชนิดของแบคทีเรียวิบริโอในแมกุงแชบวย 
(Penaeus merguiensis) จากแหลงธรรมชาติฝงอาวไทยตะวันออก ผลจากการศึกษาพบ Vibrio 
จากตับ/ตับออน และเลือดของแมกุงแชบวยจําแนกออกเปน 4 ชนิด คือ Vibrio vulnificus,  
V. alginolyticus V. fluvialis และ V. damsela   สวนแบคทีเรีย Vibrios ที่แยกไดจากนํ้าทะเลใน
แหลงที่แมกุงแชบวยอาศัยอยู จําแนกได 5 ชนิด ไดแก V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluvialis, 
V. damsela และ V. parahaemolyticus 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2553) ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา
กะพงขาว (L. calcarifer) ดวยวิธีแชเย็น โดยทําการศึกษาความเขมขนของยาปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1, 1.0 และ 2.0% ในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลากะพงขาวดวยวิธีการ 
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แชเย็น จากการศึกษาพบวา Penicillin-Streptomycin ที่ความเขมขน 0.1% (v/v) สามารถรักษา 
การมีชีวิตรอดของสเปรมปลาไดมากที่สุดเปนระยะเวลา 9 วัน และสามารถลดปริมาณของเช้ือ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวาชุดควบคุม (Ringer’s solution) 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน  และวีรพงศ วุฒิพันธุชัย (2555) ทําการศึกษาชนิดของ Extender ที่
เหมาะสมตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (P. merguiensis) ที่เก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น โดย
ทําการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยไวในสารละลาย Extender ที่แตกตางกัน 5 ชนิด ไดแก Ca-F-
Saline, Mineral Oil, Ringer’s solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.8% NaCl ภายใตอุณหภูมิ 2-4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน จากการทดลองพบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil 
สามารถรักษาการมีชีวิตรอดของสเปรมไวไดมากที่สุด เทากับ 89.10 ± 0.81% จากน้ันทําการศึกษา
ผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin และ Penicillin-Gentamicin ที่ความเขมขน  
0.1, 1 และ 2% และทําการเก็บรักษาดวยวิธีการแชเย็น ซึ่งจากการศึกษาพบวาชุดทดลองที่มีการเติม
ยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% แสดงอัตราการรอดชีวิตของสเปรมมาก
ที่สุด 
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ก) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น  ผลการศึกษาพบวาชุดการ
ทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1% มีอัตราการรอดชีวิตของ
สเปรมสูงที่สุด และทุกชุดการทดลองสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยใน
ระหวางที่เก็บรักษาแบบแชเย็นไดต้ังแตวันแรกจนถึงสิ้นสุดการทดลอง  
 สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557ข) ศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
และ Penicillin-Gentamycin ความเขมขน 0.1, 1 และ 2 % ตออัตราการรอดชีวิตของสเปรมและ
ปริมาณแบคทีเรีย Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชเย็น ผลการศึกษาพบวา
ชุดการทดลองที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดคือ ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 
ความเขมขน 0.1%  โดยมีอัตราการรอดชีวิตของสเปรมสูงที่สุด และสามารถยับย้ัง Pseudomonas 
ไดต้ังแตวันที่ 21 จนถึงสิ้นสุดการทดลอง  

Hwang et al. (2004) ศึกษาถึงผลของสารสกัดจากกระชายเหลือง (Kaempferia 
pandurata) ในการตานแบคทีเรียที่ทําใหเกิดฟนผุ คือ Streptococcus mutans, S. sobrinus,  
S. sanguinis และ S. salivarius จากการทดสอบหาคา MIC ของสารสกัดจากกระชายเหลืองตอ  
S. sobrinus, S. sanguinis และ S. salivarius พบวาคา MIC มีคาเทากันคือ 4 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
ตํ่ากวาสารปองกันฟนผุที่สกัดไดจากชาเขียว Carvacrol ทายม กานพลูและยูคาลิปตัส ซึ่งมีคา MIC 
เทากับ 125, 125, 250, 500 และ 500 ตามลําดับ นอกจากน้ันสารสกัดจากกระชายเหลืองความ
เขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับย้ัง S. mutans ไดภายในเวลา 1 นาที ซึ่งสารสกัดกระชาย
เหลืองที่ไดมีผลทําใหเย่ือหุมเซลลและผนังเซลลของ S. mutans ถูกทําลาย 
 Nimrat et al. (2005) ไดศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา (P. monodon) 
ดวยวิธีการแชเย็น  และทําการประเมินการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียระหวางระยะเวลาการเก็บรักษา 
โดยการทดลองในข้ันตอนแรกทําการศึกษาถึงความเหมาะสมของสารละลาย Extender ทั้งหมด 4 
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ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และ 0.85% NaCl เพื่อใชสําหรับเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา 42 วัน โดยปราศจากการเติม
ยาปฏิชีวนะ พบวา Mineral oil เปนสารละลาย Extender ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเก็บรักษา 
ถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา เน่ืองจากมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมสูงที่สุดเทากับ 58.3 ± 2.9% เมื่อทําการ
เก็บรักษาเปนระยะเวลา 42 วัน  และจากการศึกษาพบวา Bacillus sp., Staphylococcus sp.  และ 
Ps. aeruginosa เปนชนิดของแบคทีเรียกลุมหลักที่สามารถคัดแยกไดมากที่สุดจากถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา  
รวมทั้งปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจนับไดมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนในระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็น
ตลอดระยะเวลาการศึกษา  ในการศึกษาข้ันที่ 2 จึงทําการศึกษาผลของการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือ 
กุงกุลาดําใน Mineral oil ที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin ที่ระดับความเขมขนที่แตกตาง
กัน 4 ระดับ คือ 0.1%, 1%, 2% และ 3%  ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมใน
ชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ระดับความเขมขนมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) สวนปริมาณแบคทีเรียที่นับไดทั้งหมด Bacillus sp., Staphylococcus sp. และ Ps. 
aeruginosa ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะมีปริมาณลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีปริมาณที่ลดลงอยูในระดับที่ไมสามารถตรวจพบไดในวันที่ 14 ภายหลังจากการเก็บรักษา และ
จากการประเมินความสามารถในการปฏิสนธิจากการผสมเทียมพบวาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดําที่เก็บรักษา
ไวใน Mineral oil เปนระยะเวลา 7-8 วัน ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส มีอัตราการฟกของตัวออน
ใกลเคียงกับชุดควบคุม ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการ
จัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงกุลาดํา หรือสัตวนํ้ากลุมไมมีกระดูกสันหลังที่สรางถุงนํ้าเช้ือ
ชนิดอื่น ๆ 

Bansemir et al. (2006) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกสารตานจุลชีพชนิดใหมที่สามารถใชได
ทั้งในมนุษยและสัตว   ทั้งน้ีเพื่อเปนการลดการใชสารปฏิชีวนะที่มักสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม   โดย
มุงเนนสารสกัดทางธรรมชาติจากสิ่งแวดลอมทางนํ้า   การทดลองน้ีมีจุดประสงคเพื่อศึกษาสารสกัด
จากสาหรายที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในปลาและคัดเลือกสารสกัดที่มี
คุณสมบัติที่ดีที่นาจะนํามาใชเปนสารตานจุลชีพในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า   ดังน้ันการทดลองในครั้งน้ี
จึงทําการสกัดสารสกัดจากสาหราย 26 ชนิด ดวยสารไดคลอโรมีเทน  เมทานอลและนํ้าเพื่อยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคในปลา 5 ชนิด ไดแก Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida, Aeromonas 
hydrophila ssp. hydrophila, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum และ 
Yersinia reckeri โดยพบวาสารสกัดที่ไดจากสาหรายสีแดงชนิด Asparagopsis armata, 
Ceramium rubrum, Dracheilla minuta, Falkenbergia rufolanosa, Gracilaria cornea 
และ Halopitys incurvus ที่สกัดโดยใชสารไดคลอโรมีเทนมีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคมาก
ที่สุด  ซึ่ง V. anguillarum และ P. anguilliseptica เปนแบคทีเรียที่มีความไวตอสารสกัดจากสาหราย
สูงสุด  จากการทดลองแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากสาหรายมีคุณสมบัติในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค
และสามารถนํามาใชเปนอาหารเพื่อสงเสริมการเจริญเติบโตและสุขภาพของสัตวนํ้าได 
 Nimrat et al. (2006) ทําการศึกษาพัฒนาวิธีการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาว (L. vannamei) 
แบบแชเย็น และประเมินการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียในระหวางการเก็บรักษา ซึ่งการศึกษาครั้งน้ี
แบงเปน 2 ข้ันตอน โดยในข้ันตอนแรกทําการศึกษาการเกบ็รักษาถุงนํ้าเช้ือไวในสารละลาย Extender 
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ที่แตกตางกัน 4 ชนิด คือ Mineral oil, Ringer's solution, ฟอสเฟตบัฟเฟอร และ 0.85% NaCl  
ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน พบวาถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil  
มีลักษณะเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย และเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมมีคามากที่สุด สําหรับ
แบคทีเรียที่พบมากที่สุดในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวในระหวางการเก็บรักษา คือ B. circulans, S. hominis, 
S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus  และ Micrococcus spp. ตอมาในข้ันตอนที่สอง
ทําการศึกษาผลของการเติมยาปฏิชีวนะในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแบบแชเย็น โดยทําการเก็บ
รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะ และเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–
Streptomycin 0.1% ซึ่งผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวที่เก็บ
รักษาไว 35 วัน  ในชุดการทดลองที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin–Streptomycin 0.1% มีคาสูงสุด
เทากับ 69.5±3.9% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่ไมไดเติมยาปฏิชีวนะ (p<0.05)  และปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาไวใน Mineral oil ที่ไมเติมยาปฏิชีวนะมีคาอยูระหวาง 28.3±4.8 ถึง 
2416.7±299.4 CFU/g แตตรวจไมพบเช้ือแบคทีเรียในชุดการทดลองที่มีการเติมยาปฏิชีวนะ 
Penicillin–Streptomycin  0.1% ดังน้ันการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือดวยวิธีการแชเย็นเปนวิธีที่เหมาะสม
สําหรับการจัดการการผสมพันธุของพอ-แมพันธุกุงขาว 
 Yano et al. (2006) ศึกษาถึงฤทธ์ิของเครื่องเทศและสมุนไพร 18 ชนิด ในการตาน
แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ซึ่งเปนเช้ือกอโรคทางอาหาร  โดยศึกษาถึงปจจัยรวมระหวาง
ผลของอุณหภูมิและระดับของสารอาหาร จากผลการทดลองพบวาโหระพา (Basil) กานพลู (Clove) 
กระเทียม (Garlic) มะรุม (Horseradish) มาเจอแรม (Marjoram) โอรีกาโน (Oregano)  และไธม 
(Thyme) มีความสามารถในการยับย้ังแบคทเีรียดังกลาวที่อุณหภูมิการบม 30 องศาเซลเซียส  สวน
โหระพา กานพลู กระเทียม มาเจอแรม โอรีกาโน ไธม ไพล (Cassumunar)  ขิง (Ginger)  เจแปนนิส 
เปปเปอร (Japanese pepper)  สะระแหน (Peppermint)  โรสแมรี่ (Rosemary)  เซจ (Sage) 
สเพียมิ้นท (Spearmint)  และขมิ้น (Turmeric)  สามารถยับย้ัง V. parahaemolyticus  ที่อุณหภูมิ
การบม 5 องศาเซลเซียส โดยคา Minimum inhibitory concentration (MIC) ที่นอยที่สุด คือ 
0.001 และ 0.00025 เปอรเซ็นต ซึ่งพบในมาเจอแรม ที่อุณหภูมิการบม 30 และ 5 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นวาเครื่องเทศและสมุนไพรสามารถใชในการปองกันความเสี่ยงจาก
การปนเปอนของเช้ือ V. parahaemolyticus  และใชในเทคโนโลยีที่ใชปจจัยรวมหลายปจจัยรวมกับ
การใชอุณหภูมิตํ่าในการปองกันความเสี่ยงจากการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดน้ี 
 Ding et al. (2009) ทําการศึกษาผลลบของ Extender และสารไครโอโพรเทคแทนทตอการ
เคลื่อนที่ของนํ้าเช้ือปลา Mandarin (Siniperca chuatsi) ที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง จากการศึกษา
พบวาการเก็บรักษานํ้าเช้ือใน Extender ที่เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากับ 10% ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส แลวนํานํ้าเช้ือดังกลาวมาใสในหลอดแชแข็ง เพื่อนําไปแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลว
โดยใหหลอดนํ้าเช้ืออยูเหนือผิวหนาของไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ -180 
องศาเซลเซียส โดยแชแข็งที่อุณหภูมิดังกลาวเปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําหลอดนํ้าเช้ือวางบนผิวหนา
ของไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําหลอดดังกลาวไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวตอไป 
จากน้ันนํานํ้าเช้ือมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 วินาที พบวานํ้าเช้ือมีอัตราการ
เคลื่อนที่สูงถึง 96±73% และเมื่อศึกษาอัตราการปฏิสนธิกับไขและอัตราการฟกพบวานํ้าเช้ือปลา 
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Mandarin ที่เก็บรักษาแบบแชแข็งเปนเวลา 1 สัปดาหและ 1 ป มีอัตราการปฏิสนธิกับไขเทากับ 
66.0±15.14 และ 54.7±64.40% ตามลําดับ และมีอัตราการฟกไขเทากับ 62.97±14.28% และ 
52.58±11.17%  ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) กับอัตราการปฏิสนธิ
และอัตราการฟกไขของนํ้าเช้ือสดที่มีคาเทากับ 69.42±8.11% และ 59.82±5.27% ตามลําดับ 
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ 
 1. วัสดุอุปกรณและสารเคมีสําหรบัการเกบ็รักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
  1.1 ถังเก็บไนโตรเจนเหลว 
  1.2 ไมโครปเปต 
  1.3 หลอดหยด 
  1.4 เครื่องช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
  1.5 บีกเกอร (Beaker) 
  1.6 ปากคีบ (Forceps) 
  1.7 หลอด Vial และ Cryovial 
  1.8 ตะแกรงใสหลอดทดลอง (Test tube rack) 
  1.9 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  1.10 อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
  1.11 กลองโฟมขนาด 17×32×20 เซนติเมตร 
  1.12 Calcium-free saline extender 
  1.13 DMSO 10% (v/v) 
 
 2. อุปกรณและสารเคมสีําหรับการตรวจสอบการเคลื่อนที่ของสเปรม 
  2.1 แผนสไลด (Slide) 
  2.2 สี Eosin-Nigrosin 
  2.3 ตะเกียงแอลกอฮอล 
  2.4 กลองจุลทรรศน 
  2.5 Emulsion oil 
  2.6 เครื่องนับจํานวน (Counter) 
 
 3. วัสดุอุปกรณ สารเคมี และอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรบัการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย 
  3.1 จานเพาะเช้ือ (Petridish) 
  3.2 Ethanol 70% และ 95% 
  3.3 Sodium chloride 
  3.4 Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar (Difco, Spark, USA) 
  3.5 Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco, Spark, USA) 
  3.6 Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco, Spark, USA) 
  3.7 Muller Hinton Agar (MHA) (Difco, Spark, USA) 
  3.8 Plate Count Agar (PCA) (Difco, Spark, USA) 



 19

  3.9 Pseudomonas Isolation Agar (PIA) (Difco, Spark, USA) 
 
 4. ยาปฏิชีวนะ  
 4.1 Amikacin (30 ไมโครกรมั) 
 4.2 Amoxicillin-Clavulanic acid (30 ไมโครกรัม) 
 4.3 Ampicillin (10 ไมโครกรมั) 
 4.4 Cefotaxime (30 ไมโครกรมั) 
 4.5 Cefoxitin (30 ไมโครกรัม) 
 4.6 Ceftriaxone (30 ไมโครกรัม) 
 4.7 Cephalotin (30 ไมโครกรมั) 
 4.8 Chloramphenicol (30 ไมโครกรัม)  
 4.9 Ciprofloxacin (5 ไมโครกรัม) 
 4.10 Gentamicin (10 ไมโครกรัม) 
 4.11 Imipenem (10 ไมโครกรัม) 
 4.12 Kanamycin (30 ไมโครกรัม) 
 4.13 Meropenem (10 ไมโครกรัม) 
 4.14 Nalidixic acid (30 ไมโครกรมั) 
 4.15 Piperacillin-tazobactam (110 ไมโครกรัม) 
 4.16 Sulfonamides (300 ไมโครกรัม) 
 4.17 Tetracycline (30 ไมโครกรมั) 
 4.18 Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม) 
 
 5. สารเคมสีําหรับสกัดดีเอ็นเอจากเซลลแบคทีเรีย 
  5.1 Chloroform (BDH prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) 
  5.2 Ethanol (BDH prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) 
  5.3 Isoproponal (BDH prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) 
  5.4 20 mg/mL proteinase K (Vivantis, Malaysia) 
  5.5 Saturated Phenol (BDH prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) 
  5.6 10% (w/v) Sodium dodecyl sulfate (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Sweden) 
  5.7 Sodium acetate (Merk, Darmstadt, Germany) 
  5.8 TE buffer (10 mM TRis-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA)  
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 6. สารเคมี เอนไซม และไพรเมอร สําหรับปฏิกิริยาพซีีอาร 
  6.1 ไพรเมอร (BioDesign, Bangkok, Thailand) 
   - blaTEM - F 5’ ATGAGTATTCAATTCCG 3’ 
   - blaTEM - R 5’ CTGACAGTTACCAATGCTTA 3’ 
   - blaSHV – F  5’ GGTTATGCGTTATATTCGCC 3’ 
   - blaSHV – R 5’ TTAGCGTTGCCAGTGCTC 3’ 
   - blaPSE-1 – F  5’ TGTTACGCAGCAGGGCAGTC 3’ 
   - blaPSE-1 – R 5’ CCTAAACCACGAGCCTCATA 3’ 
   - blaCTX-M – F 5’ ACACGTCAACGGCACAATG 3’ 
   - blaCTX-M – R 5’ GAGCCACGTCACCAACTGC 3’ 
   - blaCMY-1 – F 5’ ATGCAACAACGACAATCCATCCTG 3’ 
   - blaCMY-1 – R 5’ TCAACCGGCCAACTGCGCCAGGAT 3’ 
   - blaCMY-2 – F 5’ ATGATGAAAAAATCGTTATGCT 3’ 
   - blaCMY-2 – R 5’ TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG 3’ 
  6.2 Taq DNA polymerase  
  6.3 PCR reaction buffer (Vivantis, Malaysia) 
  6.4 MgCl2 (Vivantis, Malaysia) 
  6.5 dNTP mix (Vivantis, Malaysia) 
 
 7. สารเคมสีําหรับทําอิเล็กโตรโฟเรซิส 
  7.1 Agarose (Vivantis, Malaysia) 
  7.2 VC 100 bp DNA ladder (Vivantis, Malaysia) 
  7.3 VC 1 kb DNA ladder (Vivantis, Malaysia) 
  7.4 10 mg/mL Ethidium bromide 
  7.5 50 X TAE buffer (Vivantis, Malaysia) 
  7.6 6X loading dye (Fermentas, EU) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
1.  การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 
ทําการเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวยจากบริเวณทะเลหาดบางแสนและเขาสามมุข อําเภอ

เมือง จังหวัดชลบุรี  จากน้ันคัดเลือกพอพันธุกุงแชบวยที่สมบูรณเพศโดยพิจารณาจากความขาวขุน
ของถุงนํ้าเช้ือ (Spermatophores) ที่อยูบริเวณโคนขาเดินคูที่ 5  จากน้ันนําพอพันธุกุงแชบวยมาช่ัง
นํ้าหนักและวัดความยาวของลําตัว  และนําไปเลี้ยงในบอขนาด 3 x 4 x 1.5 เมตร ในโรงเพาะเลี้ยง
สัตวนํ้าของภาควิชาวาริชศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา  การใหอาหารแกพอพันธุ 
กุงแชบวยคือ หมึกและแมเพรียงวันละ 2 ครั้ง  ประมาณ 10% นํ้าหนักตัว/วัน และเปลี่ยนถาย 
นํ้าทะเลที่สะอาดในบอพักพอพันธุประมาณ 30% ทุก ๆ 1-2 วัน   พอพันธุจะถูกเลี้ยงใหปรับตัวกับ
สภาพแวดลอมใหมกอนเริ่มทําการทดลองประมาณ 5 วัน และตรวจวัดคุณภาพนํ้าระหวางการเลี้ยง
พอพันธุ   พอพันธุที่มีถุงนํ้าเช้ือที่ยังพัฒนาไมมากนัก  เชน  มีสีขาวขุนเล็กนอย หรือยังไมมีถุงนํ้าเช้ือ
จะไมนํามาใชในการทดลอง  เพื่อใหมั่นใจวาพอพันธุทุกตัวที่ใชในการทดลองมีคุณภาพสเปรมดี ซึ่ง
สังเกตเบื้องตนไดจากความขาวขุนของถุงนํ้าเช้ือที่ย่ิงขาวขุนมากแสดงถึงคุณภาพสเปรมที่ดี   ในขณะ
ที่ถุงนํ้าเช้ือที่ขาวขุนเล็กนอยแสดงวาสเปรมมีคุณภาพตํ่า 

 
 2. การสกัดสมุนไพร (Quave et al., 2008) 
 นําสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง มาลางนํ้าทําความสะอาด แลวหั่นให
เปนช้ินเล็ก ๆ นําไปทําใหแหงดวยตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง 
จากน้ันนําสมุนไพรมาบดใหเปนผงละเอียดดวยเครื่องปน  นําผงสมุนไพรแชในขวดรูปชมพูที่บรรจุ 
เอทานอล 95%  ในอัตราสวนสมุนไพรตอเอทานอลเทากับ 1 ตอ 10   แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยา
ที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบเทากับ 100-120 รอบตอนาที นาน 72 ช่ัวโมง จากน้ันกรองสารสกัด
สมุนไพรผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ดวยเครื่องกรองแบบสุญญากาศ แลวทําใหเขมขนข้ึน
ดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  นําสารสกัดที่ไดมาเตรียมใหมีความ
เขมขนเทากับ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เพื่อใชเปนสาร
สกัดสต็อค   
 

3.  การศึกษาผลของสารสกัดสมุนไพรท่ีมีตอการแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยดวยการแช
แข็งในกลองโฟม 

 3.1 การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
 นําสารสกัดสมุนไพรจํานวน 2 ชนิด  ไดแก  ใบมะรุม และขิง มาศึกษาประสิทธิภาพใน
การยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบ 
แชแข็ง  โดยแบงการทดลองออกเปน 4 ชุดการทดลอง ดังน้ี 
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 ชุดการทดลองที่ 1 เติม Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10% (v/v) (Control) 
 ชุดการทดลองที่ 2  เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ความเขมขน 0.1%  
 ชุดการทดลองที่ 3  เติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมาเก็บรักษาแบบแชแข็ง ตามข้ันตอนการเก็บรักษาในขอ 3.2  
จากน้ันนําถุงนํ้าเช้ือที่เตรียมไดจากการทดลองมาศึกษาอัตราการมีชีวิต (ขอ 3.3.1)  ปริมาณแบคทีเรีย 
กอโรคและแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย (ขอ 3.3.2) ขณะเก็บรักษาในระยะเวลา
ตางกันต้ังแตหลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน  
 
 3.2 การแชแข็งถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยโดยวิธีการแชเขง็ในกลองโฟม   

 นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรวบรวมไดใสลงในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี
สารละลายบัฟเฟอร (Ca-F saline) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท (DMSO) จากน้ันเติมสาร
ชนิดตาง ๆ ของแตละชุดการทดลองดังที่กลาวมาแลวในขอ 3.1  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปลอยทิ้งไวให
อยูในสภาวะสมดุล (Equilibrium)  นาน 10 นาที  จากน้ันนํามาวางบนตะแกรงใสหลอดทดลอง
ภายในกลองโฟมขนาด 17×32×20 เซนติเมตร ที่มีไนโตรเจนเหลว  โดยวางใหมีความสูงเหนือผิว
ไนโตรเจนเหลว 4 เซนติเมตร  ปดฝาทิ้งไวเปนระยะเวลา 10 นาที  เข่ียหลอด Cryovial ใหตกลงไป
อยูในไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม  จากน้ันจับเวลา 10 นาที  นําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่แข็งตัวมาเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

 
3.3 การศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บ (Storage period) ตอคุณภาพสเปรมของ

ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
 นําเอาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่มีคุณภาพดีมาแชแข็งในกลองโฟม (ขอ 3.2) โดยถุงนํ้าเช้ือ 

กุงแชบวยจะถูกแชแข็งใน Cryovial และเก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว  ถุงนํ้าเช้ือแชแข็งจํานวนมาก
ที่เก็บเหลาน้ีจะถูกผลิตข้ึนมาในปริมาณมากจากพอพันธุกุงแชบวยหลายตัว (Pooled spermatophores) 
ที่มีคุณภาพดี  ถุงนํ้าเช้ือจะถูกนํามาละลายและประเมินคุณภาพของสเปรมตามระยะเวลาที่กําหนดไว 
(หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 เดือน) เพื่อประเมินถึงผลของระยะเวลาการเก็บรักษาที่
อาจมีตอคุณภาพสเปรมในถุงนํ้าเช้ือที่ผานการแชแข็ง  รวมทั้งประเมินการเปลี่ยนแปลงการปนเปอน
ของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้า 

 
 3.3.1  การประเมินสเปรมท่ีมีชีวิต (% Sperm viability)   

 การประเมินสเปรมที่มีชีวิต (% Sperm viability) ทําโดยละลาย (Thawing)  
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย โดยนําหลอด Cyovial มาแชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ที่ระยะเวลา 2 นาที  จากน้ันนํามาสับใหละเอียดบนแผนสไลดดวยใบมีด และแบงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  
1 ถุงตอ 2 สไลดหยด Eosin ปริมาตร 1 หยด และหยด Nigrosin ปริมาตรสองเทาลงไปภายหลัง 
จากน้ันผสมใหเขากัน  นํากระจกปดสไลดมาเกลี่ยบาง ๆ บนแผนสไลด รอใหแหง จากน้ัน Fix โดย
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ผานเปลวไฟ  ควรระวังไมใหรอนเกินไป  สุมนับจํานวนภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 
เทา (Fribourgh, 1966; Vuthiphandchai and Zohar, 1999) สเปรมที่มีชีวิต (Viable sperm) จะ
ไมดูดซึมสีหรอืติดสียอม และตัวสเปรมที่ไมมีชีวิต (Dead sperm) จะดูดซับสีหรือติดสียอมสีมวงแดง 
โดยสุมนับสเปรมปริมาณ 200 ตัว และทําทดลอง 3 ซ้ํา  เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิต 
 
 3.3.2  การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจาก 
ถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีผานการแชแข็ง 
 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยแบบแชแข็งที่เริ่มตนจากนําถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต  หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 
12 เดือน  มาละลายที่อุณหภูมิที่เหมาะสม จากน้ันบดถุงนํ้าเช้ือในโกรงบดยาดวยเทคนิคปลอดเช้ือแลว
ดูดนํ้าเช้ือใสในสารละลาย 0.85% NaCl จากน้ันปเปตตัวอยางแตละความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar (PCA), Pseudomonas Isolation Agar (PIA) และ 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) Agar เพื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรียกอโรคในมนุษย
และในสัตวนํ้า  รวมทั้งแบคทีเรียกลุมอื่นที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย ซึ่งมีรายละเอียดแตละข้ันตอน
ดังน้ี 
 
  1)  การประเมินการปนเปอนในถุงนํ้าเชื้อสด (Nimrat et al., 2006; 2008) 
 รวบรวมถุงนํ้าเช้ือจากกุงแชบวยโดยใชมือกดเบา ๆ บริเวณโคนขาเดินคูที่ 5 
ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง จากน้ันใชคีมคีบที่สะอาดดึงถุงนํ้าเช้ือออกมาดวยเทคนิคปลอดเช้ือ 
แลวนําถุงนํ้าเช้ือมาบดใหละเอียดในโกรงบดยา จากน้ันเจือจางนํ้าเช้ือดวย 0.85% NaCl ที่ระดับ
ความเจือจางตาง ๆ แลวปเปตตัวอยางนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางที่เหมาะสมปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ใสลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA, PIA และ TCBS Agar เพื่อศึกษาถึงปริมาณแบคทีเรียกลุม
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมด แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม Vibrio ตามลําดับ  โดยใน
แตละความเจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจานเพาะเช้ือดวยวิธีสเปรด
เพลท (Spread plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 
ช่ัวโมง จากน้ันนับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิด
ของแบคทีเรียดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ Holt et al. (1984) 
 
 2) การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียในถุงนํ้าเชื้อท่ีเก็บรักษาแบบ 
แชแข็ง (Nimrat et al., 2006) 
 ทําโดยละลาย (Thawing) ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย โดยนําหลอด Cyovial มา
แชในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 2 นาที  แลวนําถุงนํ้าเช้ือมา
บดใหละเอียดในโกรงบดยา จากน้ันทําการเจือจางตัวอยางถุงนํ้าเช้ือแชแข็งที่ไดจากการทดลองดวย 
0.85% NaCl ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ แลวปเปตตัวอยางสเปรมกุงแชบวยที่ระดับความเจือจางที่
เหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PCA, PIA และ TCBS Agar เพื่อศึกษาถึง
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ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด แบคทีเรียกลุม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุม 
Vibrio ตามลําดับ โดยในแตละความเจือจางทํา 3 ซ้ํา ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอยางจนทั่วจาน
เพาะเช้ือดวยวิธีสเปรดเพลท (Spread plate) นําจานเพาะเช้ือดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึกผลการทดลอง  และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยการ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ Holt et al. (1984)  โดยเก็บตัวอยางถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย 
แชแข็งมาทําการทดลองในชวงระยะเวลาตางกันต้ังแต หลังการแชแข็ง 15 นาที, 1, 3, 6, 9 และ 12 
เดือน 
 
 4.  การศึกษาแบบแผนการด้ือยาของแบคทีเรียกอโรคท่ีปนเปอนจากถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวย 
 นําแบคทีเรียที่จัดจําแนกไดมาทําการศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะขนานตาง ๆ  ดวยเทคนิค 
Disk diffusion  ตามวิธีการของ  NCCLS (2004)  โดยใชยาปฏิชีวนะจํานวน 18 ชนิด  ดังน้ี  
Ampicillin (10 ไมโครกรัม), Chloramphenicol (30 ไมโครกรัม), Kanamycin (30 ไมโครกรัม), 
Nalidixic acid (30 ไมโครกรัม), Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม), 
Tetracycline (30 ไมโครกรัม), Cefoxitin (30 ไมโครกรัม), Ceftriaxone (30 ไมโครกรัม), 
Cephalotin (30 ไมโครกรัม), Amoxicillin-Clavulanic acid (30 ไมโครกรัม), Sulfonamides 
(300 ไมโครกรัม), Ciprofloxacin (5 ไมโครกรัม), Gentamicin (10 ไมโครกรัม), Meropenem (10 
ไมโครกรัม), Cefotaxime (30 ไมโครกรัม), Amikacin (30 ไมโครกรัม), Imipenem (10 ไมโครกรัม) 
และ Piperacillin-tazobactam (110 ไมโครกรัม)  และ/หรือยาอื่น ๆ ที่เหมาะสมกับแบคทีเรีย 
กอโรคชนิดน้ัน ๆ  โดยนําแบคทีเรียเหลาน้ีถายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Tryptic soy Broth (TSB) นําไป
บมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 ช่ัวโมง จากน้ันนํามาปรับความขุนของเช้ือกับ 

McFarland 0.5 ซึ่งเทียบเทาไดกับปริมาณเช้ือ 1.5  108 CFU/mL  ใชไมพันสําลีที่ปราศจากเช้ือ
จุมในหลอดที่ผานการปรับความขุนแลว บิดไมพันสําลีใหหมาด ๆ กับขางหลอด แลวนํามาปายใหทั่ว
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเช้ือ Muller Hinton Agar (MHA)  โดยปายเปน 3 ระนาบ ทิ้งไวนาน 3-5 นาที 
แลวนํา Disk ยาวางลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง อานผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสแลวนําไปแปรผลเปรียบเทียบกับคามาตรฐาน 
 
 5.  การศึกษายีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคท่ีปนเปอนจากถุงนํ้าเชื้อ 
กุงแชบวย  
 นําแบคทีเรียบริสุทธ์ิที่คัดแยกไดไปสกัดดีเอ็นเอและนํามาตรวจสอบหายีนความรุนแรงในการ 
กอโรค โดยมีข้ันตอนและวิธีการดังน้ี  
 5.1  การเตรียมตัวอยางและการสกัดดีเอ็นเอ (Sambrook et al., 1989) 
  เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB broth หรืออาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสม  
เปนเวลา 14-16 ช่ัวโมง  นําเซลลแบคทีเรียปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสใน Microcentrifuge tube 
และนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากน้ันเทสวนใสทิ้ง  
เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 467 ไมโครลิตร และใชออโตปเปตดูดข้ึนลงเพื่อกระจายเซลล  
เติม 10% (w/v) SDS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ Protinase K (20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 
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3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เติม 
Phenol/Chloroform ในปริมาตรที่เทากันกับตัวอยาง ผสมโดยการกลับหลอดไปมา และนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ดูดของเหลวสวนบน (สารละลายดี
เอ็นเอ) ใสลงใน Microcentrifuge tube หลอดใหม และเติม Phenol/Chloroform ในปริมาตรที่
เทากันกับตัวอยาง ผสมโดยการกลับหลอดไปมา และนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที และเก็บสารละลายดีเอ็นเอสวนบนใสหลอดใหม  เติม Sodium acetate 
ความเขมขน 3 โมลาร (pH 5.2) ปริมาตร 0.1 เทา และเติม Isopropanol ปริมาตร 0.6 เทา ผสม
เบา ๆ โดยการกลับหลอดจนกระทั่งดีเอ็นเอตกตะกอน  นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ทิ้งสวน Isopropanol และเติม 70% (v/v) Ethanol ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร เพื่อลางตะกอนดีเอ็นเอ นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เทสวน Ethanol ทิ้ง  นําหลอดที่มีตะกอนดีเอ็นเออยูมาวางควํ่าบนกระดาษทิชชูที่สะอาดทิ้งให
แหงที่อุณหภูมิหอง หรือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากน้ันละลายดีเอ็นเอในสารละลาย TE 
buffer หรือนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปริมาตร 15-20 ไมโครลิตร และเก็บหลอดที่มีสารละลายดีเอ็นเอไว
ที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
 
  5.2 การเพ่ิมปริมาณยีนกอโรคดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (ตาม
วิธีการของ Griffiths et al., 2001) 
  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 5.1 มาตรวจสอบยีนความรุนแรงในการกอโรคจํานวน 3 กลุม 
ไดแก Narrow-spectrum beta-lactamase (blaTEM, blaSHV, blaPSE-1), ESBL (blaTEM, blaSHV, 
blaCTX-M) และ AmpC beta-lactamase (blaCMY-2, blaCMY-1) หรือยีนที่เหมาะสมกับแบคทีเรีย 
กอโรคชนิดน้ัน ๆ  โดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ตามวิธีการของ Li et al. 
(2010)  โดยเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR reaction โดยสารที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่จําเพาะ
ประกอบดวย 2.5 mM MgCl2, 100 μM dNTP, 0.64 μM ของไพรเมอร (ดังแสดงในตารางที่ 1) 
และ 1X PCR reaction buffer ที่เติม 1.25 U ของ Taq DNA Polymerase ตอปริมาตรรวม 50 
ไมโครลิตร  และนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ผสมใหเขากัน ปดหลอดปฏิกิริยาใหสนิท  
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ตารางท่ี 1 ไพรเมอรที่ใชในการศึกษา 
 

ไพรเมอร ลําดับเบส (5----3) ขนาดของ
ผลิตภัณฑ (คูเบส) 

อางอิง 

blaTEM - F ATGAGTATTCAATTCCG 861 Li et al. (2010) 
blaTEM - R CTGACAGTTACCAATGCTTA 
blaSHV - F GGTTATGCGTTATATTCGCC 865 Li et al. (2010) 
blaSHV - R TTAGCGTTGCCAGTGCTC 
blaPSE-1 - F TGTTACGCAGCAGGGCAGTC 914 Li et al. (2010) 
blaPSE-1 - R CCTAAACCACGAGCCTCATA 
blaCTX-M - F ACACGTCAACGGCACAATG 301 Wang et al. (2013) 
blaCTX-M - R GAGCCACGTCACCAACTGC 
blaCMY-1 - F ATGCAACAACGACAATCCATCCTG 1148 Li et al. (2010) 
blaCMY-1 - R TCAACCGGCCAACTGCGCCAGGAT 
blaCMY-2 - F ATGATGAAAAAATCGTTATGCT 1145 Li et al. (2010) 
blaCMY-2 - R TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG 

 
จากน้ันนําไปเขาเครื่อง Thermocycler  โดยต้ังโปรแกรมดังน้ี 
  Initiation denaturation   95  องศาเซลเซียส เปนเวลา   5  นาที (1 รอบ) 
จากน้ันทําการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ  ตามข้ันตอนตอไปน้ี จํานวน 40 รอบ  
  Denaturation 95  องศาเซลเซียส เปนเวลา    1  นาที 
  Annealing  55  องศาเซลเซียส เปนเวลา    1  นาที 
  Elongation 72  องศาเซลเซียส เปนเวลา    1  นาที 
  Final extention 72  องศาเซลเซียส เปนเวลา    30  นาที (1 รอบ) 
 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารโดยการทําอะกาโรสอิเล็กโตรโฟริซิสบน 1% (w/v) อะกาโรสเจล 
โดยใช TAE เปนบัพเฟอร หลังจากน้ันนําเจลที่ไดมายอมดวย Ethidium bromide (ความเขมขน
สุดทาย 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 20 นาที และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV-
transilluminator พรอมบันทึกภาพ 
 
 6.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะหคาทางสถิติดวย
โปรแกรมทางสถิติ The statistical program for the social sciences (SPSS) เปรียบเทียบ
เชิงซอนดวยวิธี Duncan’s multiple range test  โดยวิเคราะหความแตกตางทางสถิติที่ระดับ
นัยสําคัญทางสถิติเทากับ P = 0.05   
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาถึงผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย
และการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการใชกลองโฟม  
รวมทั้งการศึกษาถึงแบบแผนการด้ือยาและยีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคที่
ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการใชเครื่องแชแข็งอัตโนมัติและการใช
กลองโฟม  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 
1. การเก็บรวบรวมพอพันธุกุงแชบวย 
 รวบรวมพอพันธุกุงแชบวยอายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 80 ตัว จากบริเวณทะเลหาดบางแสน
และเขาสามมุข อําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี   กุงแชบวยที่รวบรวมไดมีนํ้าหนักเฉลี่ย 27.20 ± 0.67 กรัม  
มีความยาวจากปลายกรีถึงปลาย Telson เทากับ 14.33±1.22 เซนติเมตร  (ดังรูปที่ 5)  ทําการเก็บ
รวบรวมถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยโดยการดึงจากบริเวณขาเดินคูที่ 5 ของพอพันธุกุงแชบวยทั้ง 2 ขาง (ดังรูปที่ 
6) แลวนํามาวางในจานเพาะเช้ือที่มี Ca-F saline ที่ปราศจากเช้ือและเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4±2 องศา-
เซลเซียส บนนํ้าแข็ง เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 

 
 

รูปท่ี 5 พอพันธุกุงแชบวย   
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รูปท่ี 6 การดึงถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย   
 
2. สมุนไพรท่ีใชในการศึกษา 
 สมุนไพรจํานวน 2 ชนิด ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  ใบมะรมุ และขิง  เมื่อนํามา
สกัดและระเหยแหงดวยเครือ่ง Rotary evaporator สารสกัดใบมะรมุมสีีเขียวเขมอมดํา ขนเหนียว 
สวนสารสกัดขิงมีสีนํ้าตาลอมดํา  ขนเหนียว   
 

            
 

รูปท่ี 7  สารสกัดใบมะรุม 
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รูปท่ี 8  สารสกัดขิง 
   

3.  การทดสอบผลของสารสกัดสมุนไพรตอการเก็บรักษาถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยและการยับยั้งแบคทีเรีย
กอโรคในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
 3.1 ผลของสารสกัดสมุนไพรตอเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตของกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบ
แชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
 จากการศึกษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งในกลองโฟม 
พบวาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีคุณภาพดีเย่ียมเชนเดียวกับ
สเปรมกุงแชบวยที่แชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมัติ (จากผลการทดลองในปงบประมาณที่ผานมา) โดย
มีคาเทากับ 99.78 ± 0.39%   สวนเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยในชุดควบคุม ชุดเติมยา
ปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 0.1%  ชุดเติมสารสกัดใบมะรุม ความเขมขน 0.1 mg/ml และชุด
เติมสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 mg/ml กอนการแชแข็งมีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P>0.05) กับถุงนํ้าเช้ือสด  โดยมีคาเทากับ 99.61 ± 0.68%, 99.64 ± 0.03%, 99.56 ± 0.51%  
และ 99.59 ± 0.36% ตามลําดับ  โดยตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแชแข็งเปน
เวลา 12 เดือน คุณภาพนํ้าเช้ือในทุกชุดการทดลองมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(P>0.05)  ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
   



30 
 

ตารางท่ี 2  เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยทีเ่กบ็รกัษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิต (%) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

Streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง 99.78 ± 0.39 a 99.61 ± 0.68 a,1 99.64 ± 0.03 a,1 99.56 ± 0.51 a,1 99.59 ± 0.36 a,1 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  99.89 ± 0.19 a,1 99.55 ± 0.53 a,1 99.78 ± 0.19 a,1 99.62 ± 0.41 a,1 

1  99.89 ± 0.19 a,1 99.55 ± 0.53 a,1 99.77 ± 0.20 a,1 99.62 ± 0.41 a,1 

3  99.65 ± 0.36 a,1 99.86 ± 0.24 a,1 99.30 ± 0.60 a,1 99.40 ± 0.21 a,1 

6  99.51 ± 0.43 a,1 99.78 ± 0.19 a,1 99.63 ± 0.34 a,1 99.55 ± 0.21 a,1 

9  99.21 ± 0.50 a,1 99.45 ± 0.69 a,1 99.22 ± 0.39 a,1 99.22 ± 0.39 a,1 

12  98.33 ± 0.34 a,1 98.90 ± 0.42 a,1 98.89 ± 0.51 a,1 99.33 ± 0.33 a,1 

 
หมายเหตุ :  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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รูปท่ี 9  เปอรเซ็นตสเปรมทีม่ีชีวิตของกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม
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ถุงนํ้าเชื้อสด ชุดควบคุม PS (0.1%) สารสกัดใบมะรุม
(0.1 mg/ml)

สารสกัดขิง
(0.1 mg/ml)

a,1a a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1 a,1
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 4.2 การประเมินการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวนํ้าจากถุงนํ้าเชื้อ 
กุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
 1)  ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 ถุงนํ้าเช้ือสดของกุงแชบวยกอนเริ่มตนการทดลองมีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโร-
โทรปทั้งหมดเทากับ 2.00±1.00×103 CFU/g  ซึ่งไมแตกตางกับปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอ- 
โรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยกอนแชแข็งในชุดควบคุม  ชุดที่เติมสารสกัดใบมะรุมความเขมขน 
0.1 mg/ml  และชุดที่เติมสารสกัดขิงความเขมขน 0.1 mg/ml  ที่มีคาเทากับ 2.00±0.20×103, 
1.50±0.50×103 และ 1.50±0.50×103 CFU/g  ตามลําดับ  โดยการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin 0.1% สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีใหมีปริมาณเทากับ 2.50±1.50×102  
CFU/g  ซึ่งมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  กับทั้ง 4 ชุดการทดลองขางตน และเมื่อ
เก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยในไนโตรเจนเหลวเปนระยะเวลานาน  12  เดือน  พบวายาปฏิชีวนะ 
Penicillin-Streptomycin 0.1%  สามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีใหเหลือ 1.67±0.58×102 

CFU/g  ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับชุดการทดลองที่เติมสารสกัดใบมะรุมและ
ขิง ความเขมขน 0.1 mg/ml (3.00±0.00×102  และ 4.00±0.00×102  CFU/g ตามลําดับ)  ดังแสดง
ในตารางที่ 3   
 
 2)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio 
  จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง
ดวยการแชแข็งในกลองโฟม พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุดการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
 3)  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  พบปริมาณแบคทีเรียกลุมน้ีนอยกวา 10 CFU/g  ในทุกชุด
การทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณแบคทเีรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมด (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

Streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 

(0.1 mg/ml) 
สารสกัดขิง 

(0.1 mg/ml) 
กอนแชแข็ง 2.00±1.00×103  a 2.00±0.20×103  a,1 2.50±1.50×102  b,2 1.50±0.50×103  a,2 1.50±0.50×103  a,2 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  1.10±0.90×103  bc,2 2.50±1.50×102  c,2 5.00±2.00×103  a,1 3.33±1.53×103  ab,1 

1  2.00±0.00×103  b,1 3.50±0.50×102  d,2 7.50±4.50×103  a,1 9.33±0.31×102  c,2 
3  1.20±0.20×103  b,2 3.33±1.53×102  c,2 1.60±0.30×103  a,2 3.00±1.00×102  c,2 
6  8.50±0.50×102  a,2 5.50±0.50×102  c,1 6.50±0.50×102  b,3 5.50±0.50×102  c,2 
9  9.50±0.50×102  a,2 6.00±1.00×102  b,1 5.33±1.53×102  b,34 4.67±1.53×102  b,2 
12  1.50±0.50×102  c,3 1.67±0.58×102  c,2 3.00±0.00×102  b,4 4.00±0.00×102  a,2 

 
หมายเหตุ :  คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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รูปท่ี 10 ปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่กบ็รักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณแบคทเีรียกลุม Vibrio ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Vibrio (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

Streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 
6  < 10 < 10 < 10 < 10 
9  < 10 < 10 < 10 < 10 
12  < 10 < 10 < 10 < 10 
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ตารางท่ี 5  ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas ในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยการแชแข็งในกลองโฟม  
 

ระยะเวลาการทดลอง 
(เดือน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุม Pseudomonas  (CFU/g) 

ถุงนํ้าเช้ือสด ชุดควบคุม 
Penicillin-

Streptomycin (0.1%) 
สารสกัดใบมะรมุ 
(0.1 mg/ml) 

สารสกัดขิง 
(0.1 mg/ml) 

กอนแชแข็ง < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 

หลงัแชแข็ง 15 นาที  < 10 < 10 < 10 < 10 

1  < 10 < 10 < 10 < 10 
3  < 10 < 10 < 10 < 10 
6  < 10 < 10 < 10 < 10 
9  < 10 < 10 < 10 < 10 
12  < 10 < 10 < 10 < 10 
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 3.3 ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบ
แชแข็งในกลองโฟม 

การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งในกลองโฟมที่เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin 0.1%  สารสกัดใบมะรุม  
ความเขมขน  0.1 mg/ml  และสารสกัดขิง ความเขมขน 0.1 mg/ml  พบวาชนิดของแบคทีเรียที่พบ
ในถุงนํ้าเช้ือมีความหลากหลายกวาแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งใน
เครื่องลดอุณหภูมอิัตโนมัติ (จากการศึกษาในปงบประมาณที่ผานมา) โดยสามารถจัดจําแนกชนิดของ
แบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria 
palustris, Kytococcus sedentarius, Micrococcus antarcticus, Staphylococcus aureus 
subsp. aureus, S. epidermidis / S. lugdunensis, S. fleurettii, S. haemolyticus, วงศ 
Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, B. badius, B. circulans, B. fastidiosus, B. firmus, 
B. insolitus, B. pantothenticus, B. lentimorbus, B. macquariensis, B. megaterium, B. 
pasteurii และ B. thuringiensis  และแบคทีเรียแกรมลบ คือ วงศ Pseudomonadaceae ไดแก 
Acinetobacter spp./A. lwoffii และ Gilardi rod group 1, วงศ Alcaligenaceae ไดแก 
Bordetella trematum, วงศ Vibrionaceae ไดแก Plesiomonas shigelloides และวงศ 
Enterobacteriaceae ไดแก Xenorhabdus luminescens/X. nematophilus ดังแสดงในตาราง
ที่ 6 
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ตารางท่ี 6  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาท ี

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม 
วงศ Microccoccaceae 
Kocuria palustris X X X X X X X X X      X X   X   X X X X X X X X 
Kytococcus sedentarius X X X X X X X X X X X X X X X X X X  X  X X X X X X X X 
Micrococcus antarcticus X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus aureus subsp. aureus X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis 

X X X X X X   X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

Staphylococcus fleurettii X X X X X X X X X X X X  X X X X X X X X X X X X X X X X 
Staphylococcus haemolyticus X X  X X   X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน 
วงศ Bacillaceae 
Bacillus alcalophilus X X X X X X X X X     X X   X X  X X X X X X X X X 
Bacillus badius X X X X X X   X X X X X X  X  X X X X X X X X X X X X 
Bacillus circulans  X              X X X X X X X X X X X X X X 
Bacillus fastidiosus X X  X X  X   X X X X X X X X  X  X X X X X X   X 
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ตารางท่ี 6  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาท ี

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน 

วงศ Bacillaceae 
Bacillus firmus  X X X X   X  X X  X     X X X X X X X X X X X X 
Bacillus insolitus                  X X X X X X X X X X X X 
Bacillus pantothenticus X X X X X X  X X X X X X X X X X   X X X X X X X X X X 

Bacillus lentimorbus X X X X X X X X X X X X X X X X X     X X X X X X   

Bacillus macquariensis X X X X X X X X X X X X X X X X X     X X X X X X X X 

Bacillus megaterium X X X X X X X X X X   X  X X  X X X X X X  X X X X X 

Bacillus pasteurii X X X X X X X X X  X X  X        X X X X X X X X 

Bacillus thuringiensis   X X   X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน 

วงศ Pseudomonadaceae 

Acinetobacter spp. /  
Acinetobacter lwoffii 

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X  X  X 

Gilardi rod group 1  X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
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ตารางท่ี 6  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่ก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชกลองโฟม (ตอ) 
 

ชนิดแบคทีเรีย 

ถุง
น้ํา

เช
ื้อส

ด 

กอนแชแข็ง หลังแชแข็ง  
15 นาท ี

เดือนที่ 1 เดือนที่ 3 เดือนที่ 6 เดือนที่ 9 เดือนที่ 12 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

ชุด
คว

บค
ุม 

0.
1%

 P
S 

ใบ
มะ

รุม
 0

.1
 m

g/
m

L 

ขิง
 0

.1
 m

g/
m

L 

แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน 

วงศ Alcaligenaceae 
Bordetella trematum X X X   X  X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
วงศ Vibrionaceae 

Plesiomonas shigelloides X X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
วงศ Enterobacteriaceae 

Xenorhabdus luminescens / Xenorhabdus 
nematophilus 

X  X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

 
หมายเหตุ:    =  พบ,  X   =  ไมพบ   
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ตารางท่ี 7  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปกลม วงศ Microccoccaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

Ca
ta

la
se

 

Co
ag

ul
as

e 

O
xid

as
e 

Ni
tra

te
 

M
ot

ili
ty

 

Ur
ea

se
 

Ar
gin

in
e 

di
hy

dr
ol

as
e 

O
rn

ith
in

e 
de

ca
rb

ox
yl

as
e 

Po
ly

m
yx

in
 B

 

No
vo

bi
oc

in
 

Es
cu

lin
 H

yd
ro

ly
sis

 

St
ar

ch
 H

yd
ro

ly
sis

 

Ge
la

tin
 H

yd
ro

ly
sis

 

Acid from 

Gl
uc

os
e 

M
al

to
se

 

Su
cr

os
e 

La
ct

os
e 

M
an

ni
to

l 

M
an

no
se

 

Ar
ab

in
os

e 

Tr
eh

al
os

e 

Xy
lo

se
 

Ra
ffi

no
se

 

Ce
llo

bi
os

e 

Kocuria palustris + N - + - + - N N N - - - + - + - - - - N - N N 
Kytococcus 
sedentarius 

+ N - + - - + N S S - - + - - - - - - - N - N N 

Micrococcus 
antarcticus 

+ N + + - - - N N N - + - - N N - - - + - - - N 

Staphylococcus 
aureus subsp. aureus 

+ + - + - + + - R S N N N + + + + + + - + - - - 

Staphylococcus 
epidermidis /  
S. lugdunensis 

+ - - + - + N N R S N N N + + + + - + - N - - - 

Staphylococcus 
fleurettii 

+ - + + - - - - N R N N N + + + - - + + + + - - 

Staphylococcus 
haemolyticus 

+ - - + - - + - S S N N N + + + - - - - + - - - 

 

หมายเหตุ : + หมายถึง ผลการทดสอบเปนบวก, - หมายถึง ผลการทดสอบเปนลบ, N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ, S หมายถึง Susceptible, R หมายถึง Resistant 41 
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ตารางท่ี 8 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมบวก รูปทอน วงศ Bacillaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

ca
ta

la
se

 

An
ae

ro
bi

c 
gr

ow
th

 

VP
 te

st
 

cit
ra

te
 

â 
Ar

ab
in

os
e 

St
ar

ch
 h

yd
ro

ly
sis

 

Ga
s-

 g
lu

co
se

 

Ni
tra

te
 

â 
D-

 m
an

ni
to

l 

â 
D-

 g
lu

co
se

 

Ge
la

tin
 h

yd
ol

ys
is 

VP
 p

H 
6

 

VP
 p

H 
7

 

NB
 6

.8
 

Gr
ow

th
 N

aC
l 5

%
 

Gr
ow

th
 N

aC
l 7

%
 

Growth with Temp. 

10oc 40oc 50oc 55oc 65oc 

Bacillus alcalophilus + - - - + + - - + + + - - - - - + + - - - 
Bacillus badius + - - - - - - - - - N - + + + N - + + - - 
Bacillus circulans + + - + + + - + + + + + - + + + N + - - - 
Bacillus fastidiosus + - - - N - - - N N - N N - + - + + - - - 
Bacillus firmus + - - - - + - + + + + - - + + + N + - - - 
Bacillus insolitus + - - - - - - - - - - - - + - - + - - - - 
Bacillus 
pantothenticus 

+ + - - - + - + - + + + - + + + - + N - - 

Bacillus lentimorbus + + - - - - - - - + - + - - - - - - - - - 
Bacillus 
macquariensis 

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

Bacillus megaterium + - - + + + - + + + + N - + N N + N - - - 
Bacillus pasteurii + + - + - - - + N - + N N - + + N N - - - 
Bacillus thuringiensis + + + + - + - + - + + + - + + + + + - - - 

 

หมายเหตุ : + หมายถึง ผลการทดสอบเปนบวก, - หมายถึง ผลการทดสอบเปนลบ, N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
 42 
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ตารางท่ี 9 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รูปทอน วงศ Pseudomonadaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

O
xid
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M
ot
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se
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Ar
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e 

M
al

on
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e 

Acinetobacter spp. / Acinetobacter lwoffii - - - - - - + + N - - + - - - 
Gilardi rod group 1 + - - - - - - + - - N N N N N 

 
ตารางท่ี 10 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Alcaligenaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย การทดสอบทางชีวเคมี 

O
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w
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e 
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n 

Bordetella trematum - + - + - - + - - + - + + + - 
 
หมายเหต ุ: + หมายถึง ผลการทดสอบเปนบวก, - หมายถึง ผลการทดสอบเปนลบ, N หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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ตารางท่ี 11 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทเีรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Vibrionaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย 

การทดสอบทางชีวเคมี 

O
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e 

Ca
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Fermentation of 
Growth in 1% 
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0%
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l 

7%
 N

aC
l 

11
%

 N
aC
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Plesiomonas shigelloides + + + + + - A/A- + - - - - - + - - 

 
 
ตารางท่ี 12  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียแกรมลบ รปูทอน วงศ Enterobacteriaceae 
 

ชนิดของแบคทีเรีย 

การทดสอบทางชีวเคมี 
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Xenorhabdus luminescens/X. nematophilus - + - - - - + - - - - - - - 

 
หมายเหต ุ: + หมายถึง ผลการทดสอบเปนบวก, - หมายถึง ผลการทดสอบเปนลบ 
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4.  การศึกษาแบบแผนการด้ือยาของแบคทีเรียกอโรคท่ีปนเปอนจากถุงนํ้าเชื้อกุงแชบวย 
 จากการศึกษาแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะ จํานวน 18 ชนิด ไดแก Amikacin (30 
ไมโครกรัม), Amoxicillin-Clavulanic acid (30 ไมโครกรัม), Ampicillin (10 ไมโครกรัม), 
Chloramphenicol (30 ไมโครกรัม), Cefotaxime (30 ไมโครกรัม), Ciprofloxacin (5 ไมโครกรัม), 
Gentamicin (10 ไมโครกรัม), Ceftriaxone (30 ไมโครกรัม), Meropenem (10 ไมโครกรัม),  
Cefoxitin (30 ไมโครกรัม), Imipenem (10 ไมโครกรัม), Cephalotin (30 ไมโครกรัม), 
Kanamycin (30 ไมโครกรัม), Nalidixic acid (30 ไมโครกรัม), Sulfonamides (300 ไมโครกรัม), 
Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม), Tetracycline (30 ไมโครกรัม) และ 
Piperacillin-tazobactam (110 ไมโครกรัม)  ของแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแบบแชแข็งโดยใชเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติและการใชกลองโฟม จํานวน 
11 ชนิด คือ Acinetobacter spp. /A. lwoffii strain 1, Acinetobacter spp. /A. lwoffii strain 
2, Bacillus brevis strain 1, B. brevis strain 2, Bordetella trematum, Plesiomonas 
shigelloides, Staphylococcus haemolyticus, S. aureus subsp. aureus, S. cohnii subsp. 
cohnii, S. epidermidis/S. lugdunensis และ Tatumella ptyseos  ผลการทดลองพบวา
แบคทีเรียสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะ ยกเวนแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด ที่พบวามีการด้ือตอยา
ปฏิชีวนะ ไดแก  Plesiomonas shigelloides ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด ไดแก Cefoxitin (30 
ไมโครกรัม), Cephalotin (30 ไมโครกรัม), Sulfonamides (300 ไมโครกรัม) และ Trimethoprim-
sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม)   Tatumella ptyseos  ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 3 ชนิด ไดแก 
Ampicillin (10 ไมโครกรัม), Cefoxitin (30 ไมโครกรัม) และ Cephalotin (30 ไมโครกรัม)     
S. aureus subsp. aureus  ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแก Sulfonamides (300 ไมโครกรัม)  
และ Tetracycline (30 ไมโครกรัม)   และ S. epidermidis / S. lugdunensis  ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 
1 ชนิด ไดแก Tetracycline (30 ไมโครกรัม)  ดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี  13  แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรยีกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง 
 

ชนิดแบคทีเรีย ยาปฏิชีวนะ 
AK AMC AMP C CTX CIP CN CRO MEM FOX IMP KF K NA S3 SXT TE TZP 

Acinetobacter spp. /  
Acinetobacter lwoffii strain 1 

S S S S I S S I S I S I S S S S S S 

Acinetobacter spp. /  
Acinetobacter lwoffii strain 2 

S S S S S S S S S S S S S S S S S S 

Bacillus brevis strain 1 S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Bacillus brevis strain 2 S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Bordetella trematum S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Plesiomonas shigelloides S S S S S S S S S R S R S S R R S S 
Staphylococcus haemolyticus S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Staphylococcus aureus subsp. 
aureus 

S S S S S S S S S S S S S S R S R S 

Staphylococcus cohnii subsp. 
cohnii 

S S S S S S S S S S S S S S S S S S 

Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis 

S S S S I S S S S S S S S S S I R S 

Tatumella ptyseos S S R S S S S S S R S R S S S S S S 
หมายเหตุ : S คือ มีความไวตอยาปฏิชีวนะ, I คือ มีความไวตอยาปฏิชีวนะปานกลาง, R คือ ดื้อตอยาปฏิชีวนะ, ชื่อยอของยาปฏิชีวนะ คือ AK = Amikacin (30 ไมโครกรัม), AMC = 
Amoxicillin-Clavulanic acid (30 ไมโครกรัม), AMP = Ampicillin (10 ไมโครกรัม) C = Chloramphenicol (30 ไมโครกรัม), CTX = Cefotaxime (30 ไมโครกรัม), CIP = 
Ciprofloxacin (5 ไมโครกรัม), CN = Gentamicin (10 ไมโครกรัม), CRO = Ceftriaxone (30 ไมโครกรัม), MEM = Meropenem (10 ไมโครกรัม),  FOX = Cefoxitin (30 
ไมโครกรัม), IMP = Imipenem (10 ไมโครกรัม), KF = Cephalotin (30 ไมโครกรัม), K = Kanamycin (30 ไมโครกรัม), NA = Nalidixic acid (30 ไมโครกรัม), S3 = Sulfonamides 
(300 ไมโครกรัม), SXT = Trimethoprim-sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม), TE = Tetracycline (30 ไมโครกรัม) และ TZP = Piperacillin-tazobactam (110 ไมโครกรัม) 46 
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 จากการศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะทั้ง 18 ชนิด ของแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจาก 
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง จํานวน 11 ชนิด คือ Acinetobacter spp. /A. lwoffii 
strain 1, Acinetobacter spp. /A. lwoffii strain 2, Bacillus brevis strain 1, B. brevis strain 
2, Bordetella trematum, Plesiomonas shigelloides, Staphylococcus haemolyticus,  
S. aureus subsp. aureus, S. cohnii subsp. cohnii, S. epidermidis / S. lugdunensis และ 
Tatumella ptyseos พบการด้ือยาปฏิชีวนะ Cephalotin, Cefoxitin, Sulfonamides และ 

Tetracycline สูงที่สุด (18.18%) รองลงมาคือ Ampicillin และ Trimethoprim-sulfamethoxazole 
(9.09%) ดังแสดงในตารางที่ 14 และรูปที่ 11 
 
ตารางท่ี 14 แบบแผนการด้ือตอยาปฏิชีวนะของแบคทเีรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย

ที่เกบ็รักษาแบบแชแข็ง 
 

กลุมยา 
ยาปฏิชีวนะ (อักษรยอ) 

ความเขมขน 
(ไมโครกรัมตอ

ดิสค) 

จํานวนไอโซเลท (เปอรเซ็นต) 

S I R 

Aminoglycoside Amikacin (AK) 30 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Gentamicin (CN) 10 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Kanamycin (K) 30 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Cabarpenem Meropenem (MEM) 10 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Imipenem (IMP) 10 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Cephalosporin Cephalotin (KF)  (1st gen) 30 ไมโครกรัม 8 
(72.73) 

1 
(9.09) 

2 
(18.18) 

Cefoxitin (FOX)  (2nd gen) 30 ไมโครกรัม 8 
(72.73) 

1 
(9.09) 

2 
(18.18) 

Cefotaxime (CTX)  (3rd gen) 30 ไมโครกรัม 9 
(81.82) 

2 
(18.18) 

0 
(0) 

Ceftriaxone (CRO)  (3rd gen) 30 ไมโครกรัม 10 
(90.91) 

1 
(9.09) 

0 
(0) 

Chloramphenicol Chloramphenicol (C) 30 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 
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ตารางท่ี 14 แบบแผนการด้ือตอยาปฏิชีวนะของแบคทเีรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย
ที่เกบ็รักษาแบบแชแข็ง (ตอ)  

 
กลุมยา 

ยาปฏิชีวนะ (อักษรยอ) 
ความเขมขน 
(ไมโครกรัมตอ

ดิสค) 

จํานวนไอโซเลท (เปอรเซ็นต) 

S I R 

Penicillin Amoxicillin-Clavulanic acid 
(AMC) 

30 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Ampicillin (AMP) 10 ไมโครกรัม 10 
(90.91) 

0 
(0) 

1 
(9.09) 

Piperacillin-tazobactam 
(TZP) 

110 
ไมโครกรัม 

11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Quinolone Ciprofloxacin (CIP) 5 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Nalidixic acid (NA) 30 ไมโครกรัม 11 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

Sulfonamide Sulfonamides (S3) 300 
ไมโครกรัม 

9 
(81.82) 

0 
(0) 

2 
(18.18) 

Trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT) 

25 ไมโครกรัม 9 
(81.82) 

1 
(9.09) 

1 
(9.09) 

Tetracycline Tetracycline (TE) 30 ไมโครกรัม 9 
(81.82) 

0 
(0) 

2 
(18.18) 
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รูปท่ี 11   แบบแผนการด้ือตอยาปฏิชีวนะของแบคทเีรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยทีเ่กบ็รักษาแบบแชแข็ง 
หมายเหตุ : ชื่อยอของยาปฏิชีวนะ คือ AK = Amikacin (30 ไมโครกรัม), AMC = Amoxicillin-Clavulanic acid (30 ไมโครกรัม), AMP = Ampicillin (10 ไมโครกรัม) C = 

Chloramphenicol (30 ไมโครกรัม), CTX = Cefotaxime (30 ไมโครกรัม), CIP = Ciprofloxacin (5 ไมโครกรัม), CN = Gentamicin (10 ไมโครกรัม), CRO = 
Ceftriaxone (30 ไมโครกรัม), MEM = Meropenem (10 ไมโครกรัม),  FOX = Cefoxitin (30 ไมโครกรัม), IMP = Imipenem (10 ไมโครกรัม), KF = Cephalotin (30 
ไมโครกรัม), K = Kanamycin (30 ไมโครกรัม), NA = Nalidixic acid (30 ไมโครกรัม), S3 = Sulfonamides (300 ไมโครกรัม), SXT = Trimethoprim-
sulfamethoxazole (25 ไมโครกรัม), TE = Tetracycline (30 ไมโครกรัม) และ TZP = Piperacillin-tazobactam (110 ไมโครกรัม) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

AK CN K MEM IMP KF FOX CTX CRO C AMC AMP TZP CIP NA S3 SXT TE

จํา
นว

นแ
บค

ทีเ
รีย

ที่ดื้
อต

อย
าป

ฏิช
ีวน

ะ 
(%

)

ยาปฏิชีวนะ 

49 



50 
 

5.  การศึกษายีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคท่ีปนเปอนในถุงนํ้าเชื้อ 
กุงแชบวยท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
 จากการศึกษาถึงยีนความรุนแรงในการกอโรค (Virulent gene) กลุม Narrow-spectrum 
beta-lactamase (NSBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaPSE-1), Extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaCTX-M) และ AmpC beta-lactamase (ไดแก 
blaCMY-1 และ blaCMY-2) ในแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบ 
แชแข็ง จากผลการศึกษาพบวาไมพบยีนความรุนแรงในการกอโรคในแบคทีเรียทั้ง 11 ชนิด ที่นํามา
ศึกษาในครั้งน้ี  ดังแสดงในตารางที่ 15 
 
ตารางท่ี 15  การตรวจหายีนความรุนแรงในการกอโรคของแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือ

กุงแชบวยที่เกบ็รกัษาแบบแชแข็ง 
 

ชนิดแบคทีเรีย NSBL ESBL AmpC 

bl
a T

EM
 

bl
a S

H
V 

bl
a P

SE
-1
 

bl
a T

EM
 

bl
a S

H
V 

bl
a C

TX
-M

 

bl
a C

M
Y-

1 

bl
a C

M
Y-

2 

Acinetobacter spp. / Acinetobacter 
lwoffii strain 1 

x x x x x x x x 

Acinetobacter spp. / Acinetobacter 
lwoffii strain 2 

x x x x x x x x 

Bacillus brevis strain 1 x x x x x x x x 
Bacillus brevis strain 2 x x x x x x x x 
Bordetella trematum x x x x x x x x 
Plesiomonas shigelloides x x x x x x x x 
Staphylococcus haemolyticus x x x x x x x x 
Staphylococcus aureus subsp. aureus x x x x x x x x 
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii x x x x x x x x 
Staphylococcus epidermidis / 
Staphylococcus lugdunensis 

x x x x x x x x 

Tatumella ptyseos x x x x x x x x 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็งโดยการใชกลองโฟมรวมกับการประยุกตใช
สารสกัดสมุนไพรใบมะรุมและขิง ความเขมขน 0.1 mg/ml พบวาสารสกัดใบมะรุมมีคุณสมบัติ
เหมาะสมสําหรับการประยุกตใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมากกวาสารสกัดขิง ถึงแมวา
ประสิทธิภาพในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตของกุงแชบวยในชุดการทดลองที่เติมสารสกัด 
ใบมะรุมและชุดการทดลองที่เติมสารสกัดขิงมีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ตลอด
การเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยเปนระยะเวลา 1 ป แตสารสกัดใบมะรุมมีประสิทธิภาพในการลด
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยไดดีกวาสารสกัดขิง  แตอยางไร 
ก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin-streptomycin 0.1% พบวาสารสกัด
สมุนไพรทั้ง 2 ชนิดน้ี  ยังมีประสิทธิภาพตํ่ากวายาปฏิชีวนะ  Penicillin-streptomycin 0.1% ใน
ดานการกําจัดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
 2. จากการศึกษาแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจาก 
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเทคโนโลยีแบบด้ังเดิมและการใชกลองโฟม พบวา
แบคทีเรียกอโรคที่นํามาศึกษาสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะจํานวน 18 ชนิด ที่ทําการศึกษาใน
ครั้งน้ี ยกเวน Plesiomonas shigelloides ที่ ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด ไดแก Cefoxitin, 
Cephalotin, Sulfonamides และ Trimethoprim-sulfamethoxazole  สวน Staphylococcus 
aureus subsp. aureus พบวาด้ือตอยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแก Sulfonamides และ Tetracycline  
และ Staphylococcus epidermidis / S. lugdunensis ด้ือตอยาปฏิชีวนะ Tetracycline  และ
แบคทีเรียชนิดสุดทายที่พบวาด้ือตอยาปฏิชีวนะ คือ Tatumella ptyseos ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 3 
ชนิด ไดแก Ampicillin, Cefoxitin และ Cephalotin 
 3. การศึกษาถึงยีนความรุนแรงในการกอโรค (Virulent gene) กลุม Narrow-spectrum 
beta-lactamase (NSBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaPSE-1), Extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaCTX-M) และ AmpC beta-lactamase (ไดแก 
blaCMY-1 และ blaCMY-2) ในแบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบ 
แชแข็งโดยใชเทคโนโลยีแบบด้ังเดิมและการใชกลองโฟม จํานวน 11 ชนิด พบวาไมพบยีนความ
รุนแรงในการกอโรคในแบคทีเรียทั้ง 11 ชนิดที่นํามาศึกษา 
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อภิปรายผลการทดลอง 
 การศึกษาวิจัยถึงกระบวนการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแบบแชแข็งโดยใชอุปกรณอยางงายน้ัน 
คือการใชกลองโฟมและไมตองใชเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ ยังคงมีการศึกษานอยมากทั้งใน
ประเทศไทยและตางประเทศ  โดยสวนใหญน้ันเปนการเก็บรักษาแบบแชแข็งโดยใชเครื่องมือลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ  (Anchordoguy et al., 1987, 1988; Diwan et al., 1994; Chow et al., 
1985) ยกตัวอยางเชน Leena Grace and Natarajan (2003) สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกุลาดํา 
(Penaeus monodon) ในไนโตรเจนเหลวไดนานกวา 30 วัน  โดยมีเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 
90%   ในขณะที่ Diwan and Joseph (1999) พบวาการใชสารไครโอโพรเทคแทนทรวมกัน 2 ชนิด 
คือ DMSO (5%) รวมกับ Glycerol (5%) และ DMSO (5%) รวมกับนํ้าตาล Trehalose (0.25 M) 
สามารถเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงขาวอินเดีย (Penaeus indicus) ไดนานกวา 60 วัน  โดยเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตอยูในชวง 75-80%   นอกจากน้ันยังมีรายงานวาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม  
กุงทะเลและปูทะเลในไนโตรเจนเหลวประสบความสําเร็จหลังการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน  
30 – 31 วัน (Anchordoguy et al., 1988; Chow et al., 1985; Jeyalectumie and 
Subramoniam, 1989)    
 สวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงโดยใชอุปกรณแชแข็งอยางงายน้ันมีเพียง Akarasanon et al. 
(2004) ที่ศึกษาการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii (de Man)) ใน
หลอด Vial  และลดอุณหภูมิการแชแข็งดวยการใชภาชนะอยางงายกอนใสหลอด Vial ที่บรรจุถุง
นํ้าเช้ือกุงกามกรามลงในไนโตรเจนเหลว  โดยประสบความสําเร็จในการรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มี
ชีวิตและอัตราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii (de Man)) ได
นานกวา 150 วัน  โดยใชสาร Ethylene Glycol เปนสารไครโอโพรเทคแทนท   ดังน้ันจากการ
ทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเห็นวาการศึกษาในครั้งน้ีถือเปนการศึกษาในครั้งแรกที่สามารถแชแข็ง 
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยโดยใชอุปกรณอยางงาย น่ันคือกลองโฟม โดยสามารถเก็บรักษาไดนานถึง 1 ป 
โดยยังคงคุณสมบัติที่ดีเย่ียมของนํ้าเช้ือกุงแชบวยสําหรับนําไปใชในการผสมเทียม ไดแก การรักษา
เปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตสูงกวา 95%  แสดงใหเห็นวากระบวนการเก็บรักษาต้ังแตการเตรียมถุง
นํ้าเช้ือ สารละลายบัฟเฟอร อัตราการลดอุณหภูมิและอัตราการละลายถุงนํ้าเช้ือ มีความเหมาะสม
และมีประสิทธิภาพสูงในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยระยะยาว 
 การแชแข็งโดยใชเครื่องมือลดอุณหภูมอิัตโนมัติจะมกีารลดอุณหภูมิอยางชาๆ ทําใหเกิดเกล็ด
นํ้าแข็งภายนอกเซลล  ในขณะที่การลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วน้ันจะสงผลใหเกิดการสรางผลึกนํ้าแข็ง
ภายในเซลลมากข้ึน  (Woods et al., 2004)  โดยอัตราการลดอุณหภูมิสําหรับการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือ
กุงน้ันมีลักษณะจําเพาะเจาะจงในแตละชนิด ดังรายงานของ Suquet et al. (2000) และ  Gwo 
(2000)   โดยการลดอุณหภูมิการแชแข็งอยางชา ๆ น้ันประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือ
กุงหลายชนิด เชน กุงกุลาดํา (P. monodon) (Bart et al., 2006; Vuthiphandchai et al., 2007)  
กุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) (Lezcano et al., 2004)  กุงกามกราม (M. 
rosenbergii) (Chow et al., 1985)  กุงทะเลตาง ๆ เชน Sicyonia ingentis (Anchordoguy et al., 
1988) ในขณะที่การลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วน้ันสามารถใชในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงไดเชนกัน  
ยกตัวอยางเชน อัตราการลดอุณหภูมิ 5 ถึง 30 องศาเซลเซียสตอนาที  สามารถรักษาการรอดชีวิต
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ของนํ้าเช้ือกุงกุลาดําไดสูง (85-90%)  ดังรายงานการศึกษาของ Arun and Subramoniam (1997)  
ทั้งน้ีกระบวนการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแตละชนิดมีความเฉพาะเจาะจง (Species-specific) โดยอาจ
เปนเพราะลักษณะที่แตกตางกันทางสัณฐานวิทยาและกระบวนการปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอม  
สงผลใหนํ้าเช้ือกุงแตละชนิดมีการตอบสนองตอสารเคมีและกระบวนการแชแข็งที่แตกตางกันออกไป 
(Kopeika et al., 2007)  แตอยางไรก็ตามการศึกษาในครั้งน้ีไดแสดงใหเห็นวาการประยุกตใชกลองโฟม  
ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคาถูกมาก  เมื่อเทียบกับเครื่องมือลดอุณหภูมิที่ตองนําเขามาจากตางประเทศ
และมรีาคาที่แพงมาก กลับมีประสิทธิภาพไมแตกตางกันในการลดอุณหภูมิถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย  ซึ่งจะ
นําไปสูการพัฒนาเทคโนโลยีอยางงาย  ราคาไมแพงสูภาคการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า การบริหารการจัดการ
ฟารม และการอนุรักษพันธุสัตวนํ้า  ทําใหเกษตรกรเขาถึงเทคโนโลยีไดงายข้ึนและลดการพึ่งพา
เทคโนโลยีที่มีราคาสูงจากตางประเทศ   
 จากการประยุกตใชสารสกัดขิงและใบมะรุม ความเขมขน 0.1 mg/ml ในการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือ
กุงแชบวยที่เก็บรักษาโดยใชกลองโฟม พบวาสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด  มีศักยภาพในการเก็บรักษา
ถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวย โดยสารสกัดใบมะรุมมีประสิทธิภาพสูงกวาสารสกัดขิงในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือ
กุงแชบวย  โดยสามารถรักษาเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตไดใกลเคียงกับสารสกัดขิง แตสามารถลด
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีกวาสารสกัดขิง  สารสกัดใบมะรุมที่เติมลงใน
บัฟเฟอรที่ใชในการแชแข็งถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมีคุณสมบัติที่ดีในการยับย้ังการปนเปอนของแบคทีเรีย
ในนํ้าเช้ือ  โดยปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05)  
ทั้งน้ีการลดลงของแบคทีเรียในนํ้าเช้ือน้ันยอมสงผลดีตอคุณภาพนํ้าเช้ือ  เน่ืองจากแบคทีเรียที่
ปนเปอนในนํ้าเช้ือน้ันทําใหเกิดภาวะขาดแคลนออกซิเจน  สงผลใหเปอรเซ็นตสเปรมที่มีชีวิตลดลง  
รวมทั้งแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิทําลายสเปรม  เชน เอนไซม และของเสียที่เกิดจาก
การเจริญของแบคทีเรีย  (Jenkins and Tiersch, 1997)   การศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ
สารพฤกษเคมีจากมะรุมน้ันไดพบวา สารสกัดจากมะรุมประกอบดวยสารกลุมฟลาโวนอยด ซาโปนิน 
แทนนินและอัลคาลอยด (Bukar et al., 2010)   Renitta et al. (2009) รายงานวาสารสกัดใบ ดอก
และเมล็ดมะรุมที่สกัดดวยเอทานอลมีฤทธ์ิยับย้ัง E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
spp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi A, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus และยีสต Candida albicans    สวน Vieira et al. (2010) รายงานวา 
สารสกัดใบมะรุมสามารถยับย้ังแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับโรคอาหารเปนพิษ ไดแก E. coli, S. aureus 
และ Vibrio cholerae  รวมถึงงานวิจัยอีกหลายฉบับที่ระบุถึงคุณสมบัติในการยับย้ังจุลินทรียของ
สารสกัดชนิดน้ี  ไดแก  Shigella shinga, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei และ 
Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Streptococcus-β- 
haemolytica, Bacillus subtilis, Sarcina lutea และ Bacillus megaterium  และเช้ือรา ไดแก  
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton xoccosum 
และ Microsporum canis (Caceres et al., 1991; Rahman et al., 2006; Chuang et al., 
2007; Bukar et al., 2010)   
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 การศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษา
แบบแชแข็งในกลองโฟม พบวาชนิดของแบคทีเรียที่พบในถุงนํ้าเช้ือมีความหลากหลายกวาแบคทเีรยีที่
พบในถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งดวยเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  (การศึกษาในปที่
ผานมา)  โดยสามารถจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไดทั้งหมด 6 วงศ ประกอบดวยแบคทีเรียแกรม
บวก คือ Micrococcaceae ไดแก Kocuria palustris, Kytococcus sedentarius, Micrococcus 
antarcticus, Staphylococcus aureus subsp. aureus, S. epidermidis / S. lugdunensis,  
S. fleurettii, S. haemolyticus, วงศ Bacillaceae ไดแก Bacillus alcalophilus, B. badius,  
B. circulans, B. fastidiosus, B. firmus, B. insolitus, B. pantothenticus, B. lentimorbus,  
B. macquariensis, B. megaterium, B. pasteurii และ B. thuringiensis  และแบคทีเรียแกรมลบ คือ 
วงศ Pseudomonadaceae ไดแก Acinetobacter spp./A. lwoffii และ Gilardi rod group 1, 
วงศ Alcaligenaceae ไดแก Bordetella trematum, วงศ Vibrionaceae ไดแก Plesiomonas 
shigelloides และวงศ Enterobacteriaceae ไดแก  Xenorhabdus luminescens/X. 
nemtophilus  สอดคลองกับการศึกษาของ Nimrat et al. (2006) ที่รายงานวาแบคทีเรียแกรมบวก
เปนแบคทีเรียกลุมเดนที่พบไดมากในถุงนํ้าเช้ือกุงขาวแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) ที่เก็บ
รักษาแบบแชเย็น  โดยแบคทีเรียที่พบในการศึกษาดังกลาวประกอบดวย Bacillus circulans, 
Staphylococcus hominis,  S. lugdunensis, S. sciuri, S. xylosus และ Micrococcus spp.  
 แบคทีเรียที่ คัดแยกไดจากการศึกษาในครั้งน้ีมีบางชนิดที่จัดเปนแบคทีเรียกอโรคและ
แบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  แบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ คือ S. aureus subsp. aureus 
แบคทีเรียชนิดน้ีกอโรคหลายชนิดในมนุษย  อาทิ  กอใหเกิดการติดเช้ือกับทุก ๆ บริเวณของรางกาย  
การติดเช้ือที่ผิวหนังสามารถทําใหติดเช้ืออยางออนจนถึงข้ันรุนแรง  กอใหเกิดหนองและการติดเช้ือใน
กระแสเลือด (Bacteremia) รุนแรง และอาจกอใหเกิดอาการของโรคตาง ๆ มากมาย เชน ลิ้นหัวใจ
อักเสบ  ปอดอักเสบและเปนหนอง เปนตน  (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2555)   นอกจากน้ียังพบแบคทีเรีย
อีกชนิดที่กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงอยางรุนแรง น่ันคือ  P. shigelloides  ซึ่งเปนแบคทีเรียที่พบได
ทั่วไปในสิ่งแวดลอมในเขตรอนช้ืนและเขตอบอุนไมวาจะเปนนํ้าจืด เชน แมนํ้า ทะเลสาบ และนํ้า
ทะเล เชน บริเวณปากแมนํ้า (Monteil and Harf-Monteil, 1997; Levin, 2008)  โดยสามารถ
ลองลอยอยูในนํ้าและอาศัยอยูในสัตวนํ้า เชน ปลา ปู กุ ง หอยนางรมและหอยแมลงภู เปนตน 
(Schubert, 1984; Oxley et al., 2002; Huber et al., 2004) การติดเช้ือภายในลําไสจาก
แบคทีเรียชนิดน้ียังมีผลใหเกิดอาการติดเช้ือในกระแสเลือดและโรคเย่ือหุมสมองอักเสบทําใหมีอัตรา
การเสียชีวิตสูง (Miller and Koburger, 1985; Ampofo et al., 2001)  ทั้งน้ีเน่ืองดวยแบคทีเรีย
ชนิดน้ีมีความสามารถผลิตสารพิษไดหลายชนิด เชน Cholera-like (CL) enterotoxin (Gardner  
et al., 1987; Abbott et al., 1991),  Thermostable (TS) (Mathews et al., 1988; Abbott  
et al., 1991) และ Thermolabile labile (TL) enterotoxin เปนตน (Falcon et al., 2003)    
 สวนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่พบในการศึกษาครั้งน้ี  ไดแก  S. haemolyticus  
ซึ่งเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรคที่รูจักอยางกวางขวางและเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสที่สําคัญ
ของการติดเช้ือในโรงพยาบาลที่เกิดจากอุปกรณที่ใชสวนทางการแพทย (Medical catheter) 
(Daniel et al., 2014)  S. haemolyticus บางสายพันธุสามารถผลิตสารพิษกลุม Enterotoxins 
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และ Hemolysins ไดแก สาร Enterotoxins กลุม SE(A), SE(B) และ SE(C) สารพิษกลุมน้ีจัดเปน
สารกลุม Exoproteins ที่กอใหเกิดการอักเสบของระบบทางเดินอาหารอยางรุนแรงและอาเจียน หาก
ไดรับสารชนิดน้ีจากการรับประทาน (Valle et al., 1990)  B. trematum เปนแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึง
ที่พบในการศึกษาในครั้งน้ีที่จัดเปนแบคทีเรียฉวยโอกาสในการกอโรค  โดยมีรายงานการพบแบคทีเรีย
ชนิดน้ีจากแผลติดเช้ือ หอูักเสบ แผลจากโรคเบาหวานและการติดเช้ือในกระแสเลือด (Vandamme 
et al., 1996; Daxboeck et al., 2004; Halim et al., 2014) และทายสุด K. sedentarius เปน
แบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมทางทะเล (ZoBell and Upham, 1944) เชน ชายฝงทะเล
ประเทศเกาหลีใต (Bhattarai et al., 2006) และดินตะกอนนอกชายฝงทะเลสาธารณรัฐปาเลา 
(Republic Palau) (Gontang et al., 2007)  เปนตน  รวมทั้งยังพบไดบอยครั้งจากผิวหนังมนุษย 
(Kloss et al., 1974)  ในปจจุบันองคความรูเกี่ยวกับความสามารถในการทําใหเกิดโรคของแบคทีเรีย
ชนิดน้ียังมีรายงานไมมากนัก  ทั้งน้ีอาจเปนเพราะการขาดแคลนขอมูลพื้นฐานที่ใชในการจัดจําแนก
แบคทีเรียที่อาจทําใหเกิดการจัดจําแนกที่ผิดพลาด เชน ความไวตอสารปฏิชีวนะ   แตอยางไรก็ตาม
อุบัติการณของแบคทีเรียชนิดน้ีกําลังเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ดังเชนการคัดแยกแบคทีเรียชนิดน้ีไดจากผูปวยที่
เปนโรคเย่ือบุหัวใจอักเสบ (Endocarditis) (Becker et al., 2003; Mnif et al., 2006) 
 การศึกษาแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนในถุงนํ้าเช้ือ 
กุงแชบวยที่เก็บรักษาแบบแชแข็งโดยการใชเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติและใชกลองโฟม พบวา
แบคทีเรียกอโรคสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะทั้ง 18 ชนิด ที่ทําการศึกษาในครั้งน้ี  ยกเวน P. 
shigelloides ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด ไดแก Cefoxitin, Cephalotin, Sulfonamides และ 
Trimethoprim-sulfamethoxazole สวน S. aureus subsp. aureus พบวาด้ือตอยาปฏิชีวนะ 2 
ชนิด ไดแก Sulfonamides และ Tetracycline  และ S. epidermidis / S. lugdunensis ด้ือตอยา
ปฏิชีวนะ Tetracycline  และแบคทีเรียชนิดสุดทายทีพ่บวาด้ือตอยาปฏิชีวนะ คือ T. ptyseos ที่ด้ือ
ตอยาปฏิชีวนะ 3 ชนิด ไดแก Ampicillin, Cefoxitin และ Cephalotin  โดยรายงานกอนหนาน้ี
แสดงใหเห็นวา P. shigelloides เปนแบคทีเรียที่ไวตอยาปฏิชีวนะกลุม Quinolone (Oflaxacin และ 
Levofloxacin) รวมถึงยาปฏิชีวนะกลุม Cephalosporin  และด้ือตอยาปฏิชีวนะกลุม Penicillin 
และ Ampicillin เน่ืองจากการผลิตเอนไซมเบตาแลคตาเมส  รวมถึงยาปฏิชีวนะกลุม Tetracyclins, 
Cotrimoxazole และ Chloramphenicol (Brenden et al., 1988; Kain and Kelly, 1989)  แต
อยางไรก็ตามเมื่อไมนานมาน้ีไดมีการศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะของ P. shigelloides ที่แยกไดจาก
ผูปวยในโรงพยาบาลในบริเวณตะวันออกเฉียงใตของประเทศจีน โดยพบวาแบคทีเรียชนิดน้ีด้ือตอยา
ปฏิชีวนะ Ampicillin, Amikacin, Trimethoprim/sulfamethoxazole, Gentamicin และยา
ปฏิชีวนะกลุม Cephalosporins (Cefazolin, Cefuroxime, Ceftazidime, Cefotaxime, 
Cefepime และ Cefoxitin) (Chen et al., 2013)  ทั้งน้ีความแตกตางของแบบแผนความไวตอสาร
ตานจุลชีพน้ันไมเปนที่ทราบแนชัด  ซึ่งอาจเปนเพราะความแตกตางของสายพันธุที่แยกไดจากภูมิภาค
ตางกัน (Kain and Kelly, 1989)   ถึงแมวาการรักษาอาการผูปวยลําไสอักเสบที่เกิดจากการติดเช้ือ 
P. shigelloides ดวยการใชยาปฏิชีวนะจะมีความจําเปนไมมากนัก  เน่ืองจากอาการของโรคที่เกิด
จากแบคทีเรียชนิดน้ีจะหายภายในระยะเวลาไมนาน (Soweid and Clarkston, 1995) แตการใชยา
ปฏิชีวนะในผูปวยจะชวยลดระยะเวลาของโรคเมื่อเปรียบเทียบกับผูปวยที่ไมไดรับยาปฏิชีวนะ (Kain 
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and Kelly, 1989)  ดังน้ันการทราบถึงแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียชนิดน้ีจึงมี
ความสําคัญเพื่อใชในการคัดเลือกสารตานจุลชีพที่เหมาะสมในการรักษาผูปวยของบุคลากรทาง
การแพทย     

สวนแบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของ S. aureus subsp. aureus ก็มีรายงาน
เชนเดียวกัน  โดยแบคทีเรียชนิดน้ีมีสายพันธุที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะ Methicillin (Methicillin resistant  
S. aureus) ด้ือตอ Tetracycline เปนอยางมาก  (de Neeling et al., 2007; Guardabassi et al., 
2007)  การศึกษาในครั้งน้ีสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีที่รายงานวา S. aureus มีอุบัติการณ
ของการด้ือตอยาปฏิชีวนะกลุม Sulfonamides เพิ่มสูงข้ึนอยางตอเน่ือง (Genc et al., 2008)  
รวมทั้งการศึกษาหลายๆ ฉบับไดช้ีไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาในครั้งน้ีที่ระบุถึงการด้ือตอยา
ปฏิชีวนะ Tetracycline ของ S. epidermidis  (Dougherty et al., 1991; Nishijima et al., 
1994)  ทั้งน้ีการด้ือตอสารตานจุลชีพของแบคทีเรียที่พบในการศึกษาในครั้งน้ีอาจเกิดจากการใชสาร
ตานจุลชีพอยางแพรหลายในการเพาะเลี้ยงสัตว นํ้า  อาทิเชน Sulfonamides, Penicillins, 
Quinolones, Tetracyclines และ Phenicols  สงผลใหเกิดการพัฒนาสายพันธุที่ด้ือสารตานจุลชีพ
ของแบคทีเรียกอโรคที่พบในกระบวนการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า ซึ่งนําไปสูการแพรกระจายของแบคทีเรีย
เหลาน้ีออกสูสิ่งแวดลอมใกลเคียงและสัตวนํ้าชนิดอื่นๆ ในธรรมชาติ (World Health Organization, 
2011; Miranda et al., 2013)   

เมื่อศึกษายีนความรุนแรงในการกอโรคกลุม Narrow-spectrum beta-lactamase (NSBL 
ไดแก blaTEM, blaSHV และ blaPSE-1), Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL ไดแก 
blaTEM, blaSHV และ blaCTX-M) และ AmpC beta-lactamase (ไดแก blaCMY-1 และ blaCMY-2) ใน
แบคทีเรียกอโรคที่คัดแยกไดจากถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบแชแข็ง จํานวน 11 ชนิด  โดยไมพบยีน
เหลาน้ีในแบคทีเรียทั้ง 11 ชนิดที่ทําการศึกษา  สอดคลองกับผลการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ
ของแบคทีเรียเหลาน้ีที่พบวาแบคทีเรียสวนใหญไวตอยาปฏิชีวนะกลุม Penicillins และกลุม 
Cephalosporin ยกเวนแบคทีเรีย 2 ชนิด ไดแก P. shigelloides และ T. ptyseos  ซึ่งการด้ือยาก
ลุมน้ีของแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด นาจะเกี่ยวของกับกลไกอื่นในการด้ือยาปฏิชีวนะ ตามปกติแลว
แบคทีเรียที่สามารถผลิต Extended-spectrum beta-lactamase จะมีความสามารถในการด้ือตอ
ยากลุมอื่นนอกเหนือจากกลุม Penicillins  โดยเฉพาะอยางย่ิงยาปฏิชีวนะกลุม Oxyimino-
cephalosporins สงผลใหการรักษาผูปวยดําเนินการไดยุงยากข้ึน (Ahmad et al., 1999; Bradford, 
2001)  การระบาดของแบคทีเรียกลุมน้ีไดสรางปญหาอยางมากตอผูปวยในโรงพยาบาลทั่วโลก โดย
อุบัติการณของแบคทีเรียกลุมน้ีเริ่มข้ึนในแถบยุโรปตะวันตก  ทั้งน้ีอาจเปนเพราะยาปฏิชีวนะกลุม 
Extended-spectrum beta-lactam  ไดถูกนํามาใชในเชิงการแพทยในพื้นที่ น้ีเปนครั้งแรก แต
หลังจากการพบอุบัติการณในยุโรปไมนานก็พบอุบัติการณของแบคทีเรียกลุมน้ีในสหรัฐอเมริกาและ
ทวีปเอเชียตามมา  ซึ่งอุบัติการณของแบคทีเรียกลุมน้ีมีความแตกตางกันในแตละพื้นที่และแตละ
ประเทศ (Bradford, 2001)  จากรายงานทางการแพทยแสดงใหเห็นวาเอนไซมกลุมน้ีพบในแบคทีเรีย
วงศ Enterobacteriaceae เปนสวนใหญ โดยแบคทีเรียกลุมที่สามารถผลิต Extended-spectrum 
beta-lactamase  สามารถแบงออกเปนกลุมยอยไดหลายกลุม อาทิ กลุม TEM-1 เปนกลุมที่พบได

ทั่วไปของแบคทีเรียแกรมลบที่สามารถผลิตเอนไซม -lactamase  แบคทีเรียกลุมยอยน้ีสามารถ
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ไฮโดรไลซยาปฏิชีวนะกลุม Penicillins และ Early cephalosporins เชน Cephalothin และ 
Cephaloridine  กลุมยอยที ่2 ไดแก กลุม SHV-1 เปนกลุมยอยที่พบมากใน Klebsella pneumoniae 
(Tzouvelekis and Bonomo, 1999)  โดยเกิดจากการแสดงออกของยีน blaSHV-1  ซึ่งพบไดที่ 
พลาสมิดของเซลลแตอาจพบไดในโครโมโซมของเซลลเชนเดียวกัน  เน่ืองจากการถายทอดของยีน
จากพลาสมิดสูโครโมโซม  (Livermore, 1995)   เอนไซมกลุมน้ีนอกจากพบใน K. pneumoniae 
แลวยังพบในแบคทีเรียชนิดอื่น เชน Citrobacter diversus, E. coli และ Pseudomonas 
aeruginosa (Bradford et al., 1995;  El Harrif-Heraud et al., 1997; Naas et al., 1999)  และ
กลุมยอยอีกกลุมหน่ึง คือ CTX-M เปนกลุมที่พบใน Salmonella enterica serovar Typhimurium 
บางสายพันธุ  และ E. coli รวมถึงแบคทีเรียวงศ Enterobacteriaceae บางชนิด (Bradford, 2001)    

ถึงแมวาการศึกษาในครั้งน้ีจะประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยแบบ 
แชแข็งดวยการเติมสารสกัดสมุนไพรใบมะรุม ความเขมขน 0.1 mg/ml ทั้งดวยเทคนิคการใชเครื่อง
ลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (การศึกษาในปที่ผานมา) และการใชกลองโฟม  โดยสามารถรักษาเปอรเซ็นต
สเปรมที่มีชีวิตและลดการปนเปอนของแบคทีเรีย  แตอยางไรก็ตามยังมีความจําเปนที่ตองมีการศึกษา
ถึงประสิทธิภาพในการผสมเทียมของถุงนํ้าเช้ือแชแข็ง เพื่อใหมั่นใจไดวาถุงนํ้าเช้ือกุงแชบวยมีศักยภาพ
ในการนําไปใชในการผสมเทียมและพัฒนาสูการจัดการฟารมและเพาะพันธุกุงแชบวยเชิงพาณิชย
ตอไป   
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