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การศึกษาในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจสอบแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือปลา

สวายแช่แขง็ในหลอด 3 ขนาด ไดแ้ก่ 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ท่ีลดอุณหภูมิอยา่งง่ายดว้ยกล่อง
โฟมท่ีเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว (-196 ºC) ตูแ้ช่แขง็ -80 และ -20 ºC ทั้งในระยะสั้นและระยะ
ยาว  และศึกษาความไวต่อสารตา้นจุลชีพของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวาย  โดยแบ่ง
การศึกษาออกเป็น 4 ตอน ไดแ้ก่ ตอนท่ี 1 เป็นการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาสวายในถงัไนโตรเจนเหลว
นาน 6 วนั พบวา่น ้าเช้ือปลาสวายในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ก่อนน ามาลดอุณหภูมิ
และน ้าเช้ือหลงัแช่แขง็นาน 30 นาที  มีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใกลเ้คียงกนั 
(3.83±0.26 - 4.35±0.49×104 CFU/mL) ซ่ึงสูงกวา่อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  กบัน ้าเช้ือแช่
แขง็ตั้งแต่ 24 ชัว่โมง ถึง 6 วนั  การทดลองในตอนท่ี 2 ท่ีศึกษาการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาสวายในหลอด 
3 ขนาด ในถงัไนโตรเจนเหลวนาน 180 วนั พบวา่ระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเช้ือในไนโตรเจนเหลว
ไม่มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดทั้ง 3 
ขนาด  โดยแบคทีเรียในน ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีบรรจุในหลอดขนาด 4.0 มิลลิลิตร มีปริมาณมากท่ีสุดตลอด
ระยะเวลา 180 วนั  การศึกษาในตอนท่ี 3  เป็นการเปรียบเทียบน ้าเช้ือปลาสวายในหลอดขนาด 0.5, 
2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ท่ีแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196  ºC นาน 90 วนั พบวา่อุณหภูมิ 
(F=5.72 และ P=0.004) และระยะเวลาในการเก็บน ้าเช้ือ (F=12.92 และ P=0.00) เป็นปัจจยัหลกัท่ีมี
อิทธิพลต่อปริมาณแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็    และการศึกษาในตอนสุดทา้ยท่ีศึกษา
ความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ พบวา่
แบคทีเรีย  8 ไอโซเลท คิดเป็น 44.5 เปอร์เซ็นต ์ไวต่อสารปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีทดสอบ ไดแ้ก่  
P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida PPio2, P. oryzihabitans PO,  
A. baumannii ABio1, A. baumannii ABio2 และ A. baumannii ABio3  และแบคทีเรีย 7 ไอโซ
เลท  คิดเป็น 38.9 เปอร์เซ็นต ์ด้ือต่อสารปฏิชีวนะอยา่งนอ้ย 3 ชนิดท่ีทดสอบ  โดย  
K. kristinae KO, S. maltophilia SMio1, S. maltophilia SMio2 และ S. maltophilia SMio3 จดัเป็น
แบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 3 ขนาน  ส่วน K. sedentarius KSio1, K. sedentarius  KSio2 
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และ K. sedentarius  KSio3  จดัเป็นแบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 4 ขนาน  การศึกษาในคร้ังน้ี
แสดงใหเ้ห็นวา่น ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็มีการปนเป้ือนดว้ยแบคทีเรียก่อโรคในปลาและแบคทีเรีย
ฉวยโอกาสในการก่อโรคในมนุษยท่ี์ด้ือยาหลายขนาน  ดงันั้นจึงควรมีการพฒันาวิธีการแช่แขง็
น ้าเช้ือท่ีสามารถก าจดัแบคทีเรียแต่ยงัคงรักษาน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ใหมี้คุณภาพดีต่อไป 
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This study aimed to investigate bacterial contaminants in stripped catfish 

(Pangasianodon hypophthalmus) semen loaded in 0.5-, 2.5-, and 4.0-mL straws, frozen with a 
simple protocol using a Styrofoam box, and cryopreserved in a liquid nitrogen tank (-196 ºC), a 
deep freezer (-80 ºC), and a freezer (-20 ºC) for short-term and long-term storage, and study 
antibiotic susceptibility of bacteria isolated from stripped catfish semen. The experimental design 
was divided into 4 sections. In the first experiment related to cryopreservation of stripped catfish 
semen in a liquid nitrogen tank for 6 days, pre-frozen semen and 30-min post-frozen semen 
loaded in 0.5, 2.5 and 4.0-mL straws had comparatively similar number of total heterotrophic 
bacteria (THB) in the ranges of 3.83±0.26 to  4.35±0.49×104 CFU/mL), which was significantly 
higher than those in post-frozen semen for 24 h to 6 days. In the second focused on 
cryopreservation of stripped catfish semen in a liquid nitrogen tank for 180 days, storage duration 
had no effect on THB number in the semen loaded in the three different sizes of straws and the 
highest THB number seemed to observe in the semen filled in 4.0-mL straw during a 180-day 
storage. In the third experiment in regard to comparison of bacterial change in stripped catfish 
semen loaded in 0.5, 2.5 and 4.0-mL straws and frozen at -20, -80 and -196 ºC for 90 days, 
storage temperature (F=5.72 and P=0.004) and storage duration(F=12.92 and P=0.00) were 
identified as the main effect on THB number in cryostored stripped catfish semen. In the last 
experiment pertaining to antibiotic susceptibility of 18 bacterial strains isolated from cryostored 
semen of stripped catfish, eight isolates (44.5%) were susceptible to all tested antibiotics 
including P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida PPio2,  
P. oryzihabitans PO, A. baumannii ABio1, A. baumannii ABio2 and A. baumannii ABio3 while 
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seven isolates (38.9%) were resistant to at least 3 tested antibiotics. K. kristinae KO,  
S. maltophilia SMio1, S. maltophilia SMio2 and S. maltophilia SMio3 were classified as three 
multi-drug resistant (MDR3) strains whereas MDR4 strain was assigned to  
K. sedentarius KSio1, K. sedentarius KSio2 and K. sedentarius KSio3. This study suggests that 
stripped catfish semen was contaminated with MDR strains of fish pathogens and human 
opportunistic pathogens. Therefore, development of cryopreservation technique for stripped 
catfish semen to eliminate bacterial contaminants together with retaining sperm quality should be 
further established.      
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บทที ่1 

บทน า 
 

ที่มาและความส าคัญ 

 ในประเทศไทยมีการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าท่ีเป็นหน่ึงในประเทศท่ีมีความส าคญัในการผลิต
สินคา้ทางประมงของโลกเน่ืองจากมีความอุดมสมบูรณ์ของธรรมชาติเหมาะส าหรับการประมง 
(เรืองไร โตกฤษณะ, กุลภา กุลดิลก, กุลภา บุญชูวงศ์, เบญจวรรณ คงขน และธนัยธ์าดา มะวงศไ์ว, 
2558)   ซ่ึงปลาสวายเป็นสัตวน์ ้าท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในประเทศไทย โดยมีถ่ินท่ีอยู่อาศยัใน
แม่น ้ าเจา้พระยา แม่น ้ าท่าจีน แม่น ้ าป่าสัก และแม่น ้ าโขง รวมทั้งแหล่งน ้ าขนาดใหญ่ท่ีมีทางติดต่อ
กบัแม่น ้าดงักล่าว (นงคเ์ยาว ์มณี, ผอ่งใส จนัทร์ศรี และทิพยสุ์ดา ต่างประโคน, 2554) เน่ืองจากปลา
สวายในธรรมชาติมีอตัราการรอดชีวิตในระยะการฟักตวัไม่มากนัก และมีการขาดแคลนลูกพนัธุ์
ปลาในช่วงนอกฤดูผสมพนัธุ์ รวมถึงคุณภาพน ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพต ่าในบางช่วงของฤดูผสมพนัธุ์ ท า
ให้ไม่ประสบความส าเร็จในการผสมเทียม  ในหลาย ๆ ฟาร์มมีการเล้ียงพ่อพนัธุ์แม่พนัธุ์ท่ีดีเพื่อใช้
ในการผสมเทียม   แต่ปัญหาการขาดแคลนน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีมีคุณภาพดีก็ยงัมีอยู่ ดงันั้นการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือด้วยการแช่แข็ง จึงเป็นวิธีการท่ีควรท าการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้ น 
โดยเฉพาะเทคนิคการเก็บรักษาน ้าเช้ือดว้ยการแช่แขง็  
 การเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นการยืด
ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของสเปิร์มให้ให้มีระยะยาวนานมากขึ้น เน่ืองจากไม่มีกิจกรรมทางชีวเคมี
เกิดขึ้นภายในเซลลท์ าให้สามารถรักษาสภาพเซลลไ์ดน้าน (Fuller & Paynter, 2004) จากพ่อพนัธุ์ท่ี
แข็งแรงสมบูรณ์ หรือมีน ้ าเช้ือเพียงพอในระหว่างท่ีแม่พนัธุ์มีความพร้อมวางไข่ หรือไข่มีความ
สมบูรณ์   อีกทั้งยงัสามารถช่วยในปรับปรุงสายพนัธุ์ให้มีความแข็งแรง ทนต่อโรค หรือผสมพนัธุ์
ขา้มสายพนัธุ์ให้เกิดสายพนัธุ์ใหม่ ๆ รวมถึงเพิ่มความสะดวกต่อการขนส่งระหว่างโรงเพาะฟัก 
(นิศา ไชยรักษ์ และกฤษณ์ มงคลปัญญา, 2539)  มีรายงานวิจยัหลายแห่งท่ีประสบความส าเร็จใน
ก ารพั ฒ น า เท ค นิ ค ก าร เก็ บ รั ก ษ าน ้ า เ ช้ื อ แ บ บ แ ช่ แ ข็ ง ใน สั ต ว์น ้ า  เช่ น  ป ล าส ว าย  
(Pangasianodon hypophthalmus) ปลาบึก (Pangasianodon gigas) ปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus) 
ปลาตะเพียน (Barbodes gonionotus ) ปลาเทโพ (Pangasius larnaudii ) และปลากระพงแดงป่าชาย
เลน (Lutjanus argentimaculatus) เป็นต้น (Vuthiphandchai, Wilairattanadilok, Chomphuthawach, 
Sooksawat, & Nimrat, 2015; ศิริพร คชรัตน์, สุบัณฑิต น่ิมรัตน์ และวีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2548; 
วสันต ์ป้อมเสมา, 2552; เกรียงศกัด์ิ เม่งอ าพนั และ Bart, 2551; Vuthiphandchai, Chomphuthawach 
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& Nimrat, 2009; อนงคณ์ หัมพานนท์ และกฤษณ์ มงคลปัญญา, 2539 )   แต่อย่างไรก็ตามการผสม
พนัธุ์เทียมในปลาบางชนิดท่ีมีไข่เป็นจ านวนมาก ซ่ึงจ าเป็นจะตอ้งใชน้ ้ าเช้ือในปริมาณมากตามไป
ดว้ย   ดั้งนั้นในการพฒันาเทคนิคการเก็บรักษาน ้าเช้ือแบบแช่แขง็โดยใชห้ลอดขนาดเลก็ (0.25 - 2.0 
มิลลิลิตร) อาจไม่เพียงพอต่อปริมาณน ้ าเช้ือท่ีตอ้งการใชห้รือตอ้งใชพ้ื้นท่ีในการเก็บรักษาหลอดน ้ า
เช้ือจ านวนมาก 
 มีรายงานการแช่แข็งน ้ าเช้ือในปริมาณมากคร้ังแรก  และต่อมาไดมี้การน าไปประยุกตใ์ช้
ในปลา เช่น  ปลาเทราต์ส าย รุ้ง  (Oncorhynchus mykiss) (Cabrita, Robles, Alvarez & Herraez, 
2001), ป ล า ฉ ล า ม ป า ก เ ป็ ด   ( Polyodon spathula)  (Linhart et al., 2006), ป ล า หิ ม ะ  
(Chalcalburnus chalcalburnus)  (Lahnsteiner, Berger & Weismann, 2003), ป ล า ไ บ ร ค อ น  
( Brycon opalinus)  (Viveiros, Orfão, Nascimento, Corrêa, & Caneppele, 2012), ป ล า ค า ร์ ป 
(Cyprinus capio)  (Horvath et al., 2007), ป ล าก ะ พ ง  (Dicentrachus labrax)  (Fauvel, Suquet, 
Dreanno, Zonno, & Menu, 1998) และปลาชาร์อาร์คติก (Salvelinus alpinus) (Richardson, Miller & 
McNiven, 2000)   แต่ก็ยงัพบว่ายงัประสบปัญหาในดา้นอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักตวัจาก
น ้าเช้ือท่ีเก็บรักษาไวใ้นหลอดขนาดใหญ่ โดยตอ้งค านึงถึงอตัราการลดอุณหภูมิการแช่แข็ง และการ
ละลายของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาดใหญ่ ซ่ึงอุณหภูมิอาจไม่ทัว่ถึงทั้งภายในหลอด ท าให้ผลของ
อัตราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มลดลง  (Bwanga, de Braganca, Einarsson & Rodriguez-Martinez, 
1990; Bwanga, Einarsson & Rodriguez-Martinez, 1991) 
 การผสมพนัธุ์เทียมเป็นท่ีนิยมในฟาร์มเพราะพนัธุ์ปลาหลาย ๆ ฟาร์ม แต่ยงัมีบางส่วนท่ี
อาจจะไม่มีถงัไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) ส าหรับเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง ซ่ึงงานวิจยัน้ี
จึงมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงอุณหภูมิต่าง ๆ ท่ีสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งได ้เช่น ในตูแ้ช่อุณหภูมิ  
-20 และ -80 องศาเซลเซียส เพื่อส่งเสริมให้มีการใช้น ้ าเช้ือแช่แข็งอย่างมีประสิทธิภาพและเกิด
ประโยชน์อย่างสูงสุด   นอกจากน้ีอาจเกิดจากการปนเป้ือนแบคทีเรียจากเทคนิคการแช่แข็งน ้ าเช้ือ 
เช่น วิธีการรีดน ้ าเช้ือ ระหว่างขั้นตอนการแช่แข็ง หรือระว่างการเก็บรักษาตวัอย่างน ้ าเช้ือแช่แข็ง
Boonthai et al. (2016a) ไดท้ าการศึกษาสาเหตุการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว
แช่แข็ง พบว่า การปนเป้ือนส่วนใหญ่ของแบคทีเรียมกัพบในน ้ าท่ีใชเ้ล้ียงปลา ครีบบริเวณช่องเพศ 
และน ้ าเช้ือท่ีปนเป้ือนอุจจาระและปัสสาวะ รวมถึงพบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในถังเก็บ
ไนโตรเจนเหลว พื้นท่ีผิวของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ   การปนเป้ือนของแบคทีเรียส่งผลให้สเปิร์มเกิด
ความเสียหายท่ีเกิดจากการเหน่ียวน าใหเ้ซลลส์เปิร์มเกิด apoptosis ดว้ยสาร metabolites ท่ีแบคทีเรีย
สร้างขึ้ น และการสัมผสัโดยตรงระหว่างเซลล์สเปิร์มและแบคทีเรีย (Villegas, Schulz, Soto & 
Sanchez, 2005) Jenkins & Tiersch (1997) รายงานว่าอตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลากดอเมริกนั 
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(Ictalurus punctatus) ท่ีลดลงสอดคล้องกับอัตราการเพิ่มขึ้ นของปริมาณแบคทีเรีย   และพบ
แบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas คิดเป็น 67 เปอร์เซ็นต ์ของแบคทีเรียทั้งหมด   ดงันั้นจึงมีความส าคญั
ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียจากเทคนิคการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวาย เพื่อเป็น
แนวทางในการพฒันาเทคนิคการแช่แขง็เพื่อใหไ้ดน้ ้าเช้ือท่ีมีคุณภาพส าหรับการผสมพนัธุ์เทียม 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

  1. ตรวจสอบแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือจากเทคนิคการแช่แข็งและการเก็บรักษา
น ้าเช้ือปลาสวายปริมาณมากในหลอดบรรจุขนาดต่าง ๆ เพื่อประยกุตใ์ชใ้นเชิงพาณิชย ์
 2. ศึกษาผลแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือปลาสวายท่ีเก็บรักษาในระยะยาว 
 3. ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใช้ในการเก็บรักษาหลอดน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาสวายต่อ
ปริมาณและชนิดของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือ 
 4. ตรวจสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีแยก
ไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1. เพื่อสามารถทราบถึงชนิดและปริมาณของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนอยู่ในระหว่างขั้นตอน
การแช่แข็งน ้ าเช้ือ และในน ้ าเช้ือท่ีเก็บรักษาไวใ้นปริมาณมาก ท าให้น ามาซ่ึงขอ้มูลในการป้องกนั
และควบคุมปริมาณของแบคทีเรียในระหวา่งการแช่แขง็น ้าเช้ือ 

2. เพื่อทราบถึงปริมาณและชนิดแบคทีเรียท่ีสามารถปนเป้ือนไดใ้นอุณหภูมิต่าง ๆ ของ
การเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 

3. เพื่อเป็นแนวทางในการพฒันาคุณภาพของเทคนิคการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายให้มี
ประสิทธิภาพและลดปัญหาการปนเป้ือนจากแบคทีเรียจากการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ในระยะยาว 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

 ขอบเขตของงานวิจยัคร้ังน้ีเพื่อศึกษาปริมาณของแบคทีเรียและชนิดของแบคทีเรียท่ี
ปนเป้ือนในเทคนิคการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายในเชิงพาณิชย ์อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บ
รักษาน ้าเช้ือแช่แขง็แตกต่างกนั 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 
 งานวิจยัเร่ืองคุณภาพทางจุลชีววิทยาของเทคนิคการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งนั้น
ต้องใช้ทฤษฎีและงานวิจัยเก่ียวกับขั้นตอนการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง และการตรวจสอบการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือแช่แขง็ของปลาสวาย ซ่ึงมีดงัต่อไปน้ี  

2.1 ชีววิทยาของปลาสวาย  
2.2 ระบบสืบพนัธุ์ของปลา 
2.3 ลกัษณะของสเปิร์มปลา 
2.4 อุณหภูมิในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาและการละลายน ้าเช้ือแช่แขง็ 
2.5 การแช่แขง็น ้าเช้ือ 
2.6 การปนเป้ือนแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลา 
2.7 ยาตา้นจุลชีพ 
2.8 งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

 
2.1 ชีววิทยาของปลาสวาย  

 ปลาสวายเป็นปลาหนงั ไม่มีเกลด็เช่นเดียวกบัปลาเทโพ เทพา และสังกะวาด อาศยัอยู่ใน
น ้ าจืด จดัอยู่ในกลุ่ม Pangasiidae มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Pangasianodon hypophthalmus มีความยาว
ถึง 150 เซนติเมตร พบในแถบประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว กมัพูชา เวียดนาม 
และไทย มีช่ือสามัญว่า Stripped Catfish (กมลพร มาแสวง, 2549) เป็นปลาท่ีมีความส าคัญทาง
เศรษฐกิจของประเทศไทยชนิดหน่ึง โดยมีปริมาณท่ีจบัไดท้ั้งหมดในปี พ.ศ. 2560 ถึง 19,700 ตนั 
คิดเป็นมูลค่า 641.4 ลา้นบาท (กลุ่มวิจยัและวิเคราะห์สถิติการประมง, 2562) ลกัษณะของปลาสวาย
จะมีล าตวัเรียวยาว สีขาวนวล ดา้นขา้งอวบกลม หนา้ทู่ ปากค่อนขา้งกว้าง และมีหนวด 2 คู่ สันหลงั
ค่อนขา้งตรง มีสีด าหม่น ครีบมีสีเหลืองอ่อน แต่ครีบปลายหาง ครีบหลงั และครีบอกจะมีสีค่อนขา้ง
หม่น ความกวา้งและความยาวของส่วนหัวมีอตัราส่วน 1:7.8-8.1 มีก้านอ่อนบริเวณครีบทอ้ง 8-9 
กา้น (ภาพ 1) ซ่ึงต่างจากปลาเทโพและปลาสังกะวาดท่ีมีกา้นอ่อนบริเวณครีบทอ้งเพียง 6 กา้น และ
ปลาสวายมีซ่ีเหงือกมากกว่า 12 ซ่ี มกัจะอยู่รวมกันเป็นฝูง หรืออยู่รวมกับปลาเทโพ (ปรียาภรณ์  
เชวงชินวงศ ์และรัชนีบูย ์ทิพยเ์นตร, 2549)  
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ภาพ 1 ลกัษณะของปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus) 
ท่ีมา: ภทัรชยั กฤศทิวานนท,์ 2561 

 
 ปลาสวายเป็นปลาเล้ียงง่าย กินไดท้ั้งเน้ือสัตวแ์ละพืช ท าให้มีความส าคญัต่อการเพาะเล้ียง
ทางเศรษฐกิจ เพราะสามารถเจริญเติบโตไดดี้ทั้งในบ่อดินและในกระชงั (ภาพ 2) และมีช่วงฤดูผสม
อยูร่ะหวา่งเดือนกรกฎาคมถึงตุลาคม ในธรรมชาติปลาสวายจะวางไข่ในบริเวณท่ีมีน ้าท่วม น ้าหลาก 
การสังเกตความแตกต่างระหว่างเพศผูแ้ละเพศเมียจะสังเกตไดง้่ายเม่ือปลาโตเต็มวยั โดยลกัษณะ
ของปลาสวายเพศเมียจะมีล าตวัสีขาวเงิน ทอ้งอูม กลมนูน พื้นทอ้งน่ิม ช่องเพศมีสีแดงเขม้ เม่ืออยู่
ในช่วงฤดูวางไข่จะมีไข่สุกเต็มทอ้ง (ภาพ 3) ซ่ึงแตกต่างจากปลาตวัผูท่ี้มีหนา้ทอ้งแบนเรียบ ไม่นูน 
พื้นทอ้งแข็ง ช่องเพศมีขนาดเล็กและสีอ่อนกว่าเพศเมีย เม่ือใช้มือกดบริเวณทอ้งจะมีน ้ าเช้ือสีขาว
ไหลออกมา (ภาพ 3) (ปรียาภรณ์ เชวงชินวงศ ์และ รัชนีบูย ์ทิพยเ์นตร, 2549) 
 

 
 

ภาพ 2 ปลาสวายท่ีเล้ียงในกระชงั (a), ปลาสวายท่ีเล้ียงในบ่อดิน (b) 
ท่ีมา: อมรเทพ ทองจนัทร์ (2556); ภทัรชยั กฤศทิวานนท ์ 
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ภาพ 3 ความแตกต่างระหวา่งปลาสวายเพศผู ้(ซา้ย) และปลาสวายเพศเมีย (ขวา) 
ท่ีมา: ปรียาภรณ์ เชวงชินวงศ ์และ รัชนีบูย ์ทิพยเ์นตร (2549) 

 

2.2 ระบบสืบพนัธ์ุของปลา 

เทคโนโลยีการเพาะพนัธุ์ปลาได้มีการคิดค้นและพฒันาอย่างต่อเน่ือง โดยการมีความรู้

ความเขา้ใจในระบบสืบพนัธุ์ของปลาวา่มีลกัษณะทางกายวิภาคอย่างไร มีโครงสร้างและหนา้ท่ีของ

เซลล์สืบพนัธุ์ รวมถึงพฒันาการของเซลล์สืบพนัธุ์ ท าให้เป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการเพาะพนัธุ์

ปลา ปัจจุบนัไดมี้การน าความรู้ดา้นในดา้นต่าง ๆ ทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยมีาประยกุตใ์ชใ้น

การพัฒนาการเพาะพนัธุ์ปลา เช่น การสังเคราะห์ฮอร์โมนชนิดต่าง ๆ เพื่อน ามาฉีดกระตุ้นการ

วางไข่ของปลา การฉีดสารพนัธุกรรมหรือโครโมโซมแก่ไข่ปลา เพื่อผลิตลูกปลาท่ีทนทานโรคและ

โตเร็ว และการเก็บรักษาไข่และน ้าเช้ือในระยะเวลาท่ีนานขึ้น เป็นตน้ ส่ิงเหล่าน้ีก็มีส่วนเก่ียวขอ้งกบั

ระบบสืบพันธุ์ปลาเพศเมีย  ได้แก่  รังไข่ (Ovary) และระบบสืบพันธุ์ปลาเพศผู ้ ได้แก่ อัณฑะ 

(Testis) (วีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั, 2536) 

 รังไข่เป็นอวยัวะของปลาท่ีประกอบดว้ย ถุงรังไข่ (Ovarian follicle) เป็นจ านวนมาก โดย
จะเรียงตัวแตกต่างกันไปตามชนิดของปลา   ถุงรังไข่จะสร้างใหม่เป็นชุด ๆ ตามระยะเวลา มี
ลกัษณะเป็น 2 พู ทอดไปตามยาวของช่องทอ้งและเช่ือมต่อกบัท่อน าไข่ (Oviduct) มีหนา้ท่ี ๆ ส าคญั
คือ ผลิตไข่ และฮอร์โมนในการสืบพนัธุ์ (Reproductive hormone) (วีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั, 2536) ระยะ
ของเซลลสื์บพนัธุ์ภายในรังไข่จะสามารถบอกความถ่ีในการวางไข่ของปลาได้  ถา้ในรังไข่มีเซลล์
สืบพนัธุ์อยู่ในระยะเดียวกนัตลอดทั้งรังไข่ ปลาชนิดนั้นจะวางไข่เพียงคร้ังเดียว แต่ถา้ภายในรังไข่
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ของปลามีไข่ท่ีสามารถแบ่งกลุ่มตามระยะการเจริญของไข่ได้อย่างน้อย 2 กลุ่ม ปลาชนิดน้ีจะ
สามารถวางไข่ปีละคร้ังและมีช่วงฤดูกาลวางไข่ท่ีสั้นมาก   ปลาท่ีวางไข่ไดต้ลอดทั้งปีหรือวางไข่ได้
ในระยะเวลายาวนาน เช่น ปลาในเขตเมืองร้อนทั่วไป ภายในรังไข่จะมีเซลล์ไข่ในทุก ๆ  ระยะ
ปรากฏอยู่ (อุทัยรัตน์ ณ นคร, 2538) การผลิตไข่ของปลาจะเป็นไปตามฤดูกาล ปลาท่ีผสมพนัธุ์
วางไข่ในหน้าฝนจะเร่ิมสร้างไข่ในปลายฤดูหนาวหรือระหว่างฤดูร้อน เม่ือย่างเขา้ฤดูฝนไข่จะแก่
และวางไข่ในฤดูดงักล่าว ช่วงการเจริญเติบโตของไข่ จะยาวหรือสั้นขึ้นอยู่กบัชนิดปลา นอกจากน้ี
ยงัขึ้นอยู่กบัปัจจยัภายนอกอีกหลายปัจจยั เช่น แสง อุณหภูมิ คุณสมบติัของน ้ า และความอุดมของ
อาหารท่ีมีคุณค่า ภายหลงัปลาวางไข่แลว้ รังไข่จะอยู่ในระยะฟักไปตลอดจนกว่าจะถึงก าหนดเร่ิม
เจริญใหม่ ส าหรับปลาท่ีวางไข่ไดฤ้ดูกาลละหลาย ๆ คร้ัง หรือปีละหลายๆ คร้ัง รังไข่จะท าหนา้ท่ีอยู่
ตลอดเวลา เพราะไข่ในรังไข่แก่ไม่เท่ากนั   ลกัษณะของขนาดและรูปร่างของรังไข่จะแตกต่างกนัไป
ตามชนิดของปลาโดยแม่ปลาท่ีมีขนาดใหญ่ขึ้นจะมีรังไข่ท่ีใหญ่ขึ้นรวมทั้งไข่ก็จะมีขนาดท่ีใหญ่ขึ้น
และจะผลิตฮอร์โมนมาท าให้ไข่แก่เต็มท่ีพร้อมส าหรับปฏิสนธิกบัสเปิร์มได ้(วีรพงศ์ วุฒิพนัธุ์ชยั, 
2536) ซ่ึงในปลาสวายนั้นแม่ปลา 1 ตวัจะสามารถให้ไข่ได ้150,000 – 2,000,000 ฟอง โดยขึ้นอยูก่บั
ความสมบูรณ์ของแม่ปลาดว้ย (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธุ์, 2553)  
 อัณฑะ (Testis) อัณฑะเป็นอวยัวะสืบพันธุ์ของสัตว์เพศผูท่ี้ส าคัญ อัณฑะของปลามี
ลกัษณะเป็นพูยาว 2 พู หรือถุงยาว 2 ถุง เรียงติดผนงัช่องทอ้งดา้นบนใกลไ้ต ทั้ง 2 พูของปลากระดูก
แข็งส่วนมากจะมีท่อน ้ าเช้ือ (Sperm duct หรือ Vas deferens) เป็นท่อขนาดเล็กสั้ น ๆ ไปตามแนว
ก่ึงกลางตวัและไปเปิดออกบริเวณช่องเพศ ท าให้สเปิร์มท่ีสร้างจากลูกอณัฑะถูกล าเลียงผ่านท่อ
น ้ าเช้ือออกสู่ภายนอกของร่างกายร่วมกับปัสสาวะ ส าหรับปลาบางชนิดจะไม่มีท่อน ้ าเช้ือ ท าให้
สเปิร์มท่ีสร้างจากอณัฑะไหลเขา้สู่ช่องวา่งในล าตวัแลว้จึงไหลออกนอกร่างกาย  นอกจากน้ีอณัฑะ
ยงัมีหนา้ท่ีในการผลิตฮอร์โมนเพศในระบบสืบพนัธุ์ (Steroid hormone) (วีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั, 2536) 
 
2.3 ลกัษณะของสเปิร์มปลา 

 ลกัษณะรูปร่างของสเปิร์ม (Morphology of fish sperm) ของปลาต่างจากสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ย
นม และสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดอ่ืน ๆ เพราะไม่มีส่วนของอะโครโซม (Acrosome) ยกเวน้ในปลา
บางชนิดเท่านั้นท่ีมีอะโครโซม เช่น ปลา Herring ทั้งน้ีเป็นเพราะไข่ปลามีไมโครไพล ์(Micropyle) 
ซ่ึงเป็นทางผา่นของสเปิร์มอยูแ่ลว้ สเปิร์มของปลาแต่ละชนิดจะมีรูปร่างแตกต่างกนั แต่ทุกชนิดจะมี
ส่วนประกอบท่ีส าคญั 3 ส่วนคือ ส่วนหัว (Head) มิดพีซ (Mid-piece) และ ส่วนหาง (Tail) (ภาพ 4) 
(อุทยัรัตน์ ณ นคร, 2538) 
 สเปิร์มของปลาประกอบดว้ยส่วนต่าง ๆ ดงัน้ี     
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  1. ส่วนหัว (Head) มีความแตกต่างกนัไปขึ้นอยู่กบัชนิดของปลา โดยในส่วนหัวของ
สเปิร์มจะมีนิวเคลียสท่ีมี ดีเอ็นเอ (DNA) หรือสารพนัธุ์กรรมบรรจุอยู่ ซ่ึงใช้ปฎิสนธิกบันิวเคลียส
ของไข่ สเปิร์มของปลากระดูกแข็งส่วนมากมีลกัษณะหัวเป็นรูปทรงกลม (Spherical) หรือ ทรงรี 
(Ovate หรือ Acorn-shaped) โดยมีขนาดประมาณ 2 - 3 ไมโครเมตร จากการส่องด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าส่วนหัวของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ปลาดุก และปลาทอง มีลกัษณะ
กลม ส่วนสเปิร์มของปลาไนและปลาสวายมีส่วนหวัเป็นรูปไข่ 
  2. ส่วนกลาง (Middle piece) เป็นส่วนท่ีอยู่ติดกับส่วนหัวบริเวณน้ี ลอ้มรอบไปดว้ย
ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) โดยจะมีไมโทคอนเดีย (Mitochondria) ท่ีท้าหน้าท่ีในการสร้าง
พลงังานแก่สเปิร์มใชส้ าหรับการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม และมีแอกเซียล ฟิลาเมนท ์(Axial filament) 
  3. ส่วนหาง (Tail) ประกอบไปดว้ยไมโครทิวบลู (Microtubule) เป็นส่วนท่ีมีลกัษณะ
ยาวซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของไฟบริล (Fibril) ท าหน้าท่ีส าคญัในการเคล่ือนไหว ซ่ึงพฒันาจากแอก
เซียล ฟิลาเมนท ์  
 ความยาวสเปิร์มจากหัวจนถึงปลายหางยาวประมาณ 40-60 ไมโครเมตร และส่วนใหญ่
สเปิร์มของปลามีหางจ านวน 1 หาง (อุทยัรัตน์ ณ นคร, 2538; วีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั, 2536) 
 

 
 

ภาพ 4 ลกัษณะรูปร่างของสเปิร์มปลา 
ท่ีมา : Boonthai (2015) 

 
2.4 อุณหภูมิในการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาและการละลายน ้าเช้ือแช่แข็ง 

 การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็งถือว่าเป็นวิธีการท่ีเป็นประโยชน์และมีความส าคญัต่อ
เศรษฐกิจเป็นอย่างมาก เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีช่วยในการอนุรักษ์พนัธุ์ปลาท่ีใกลสู้ญพนัธุ์ เพิ่มผลผลิต
สัตวน์ ้ าให้มีจ านวนมากขึ้น ในยามท่ีขาดแคลนพ่อพนัธุ์ท่ีจะใชใ้นการผสม นอกจากน้ียงัสามารถใช้
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ในการศึกษาพันธุ์ปลาชนิดต่าง ๆ เพื่อการผสมข้ามชนิด ตลอดจนการตั้ งธนาคารน ้ าเช้ือปลา 
(อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) 
 มีการกล่าวการศึกษาวิธีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือของปลาในคร้ังแรกเม่ือปี ค.ศ. 1953 โดย
หลงัจากนั้นไดมี้การศึกษาและพฒันาวิธีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือมาอย่างต่อเน่ือง ทั้งการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิต ่า และการเก็บรักษาดว้ยความเยน็ (Tiersch, 2006) 
 การเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ  
  1. การเก็บรักษาระยะเวลาสั้น (Short or Chilled Storage) การเก็บรักษาน ้ าเช้ือในระยะ
สั้น จดัเป็นการเก็บรักษาน ้ าเช้ือในตูเ้ยน็หรือถงัน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 0 - 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงสามารถ
เก็บน ้ าเช้ือสดหรือน ้ าเช้ือเจือจางดว้ยสารละลายเจือจางน ้ าเช้ือ (Extender) ระยะเวลาในการเก็บรักษา
น ้ าเช้ือแบบสั้นขึ้นอยู่กบัการควบคุมไม่ให้น ้ าเช้ือถูกกระตุน้ให้เกิดการเคล่ือนท่ีในขณะเก็บรักษา 
เน่ืองจากสเปิร์มของปลาจะถูกกระตุน้ดว้ยน ้ าจะเคล่ือนท่ีอย่างรวดเร็วและหยดุเคล่ือนท่ีภายในเวลา
ประมาณ 1 นาที ดังนั้ นการเลือกใช้สารละลายเจือจางน ้ าเช้ือให้มีความเหมาะสม จะท าให้ยืด
ระยะเวลาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบสั้นให้นานยิ่งขึ้น รวมทั้งเพิ่มเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จในการผสม
เทียมเม่ือไดน้ ้าเช้ือท่ีไม่มีการถูกกระตุน้ใหเ้คล่ือนท่ี 
  2. การเก็บรักษาระยะเวลายาวโดยวิธีการแช่แข็ง (Cryopreservation) เป็นการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ภายในถงัไนโตรเจนเหลว (ภาพ 5) การใช้สารไครโอ
โพรเทคแทนทใ์นการเก็บรักษาน ้ าเช้ือท าให้ช่วยป้องกนัความเสียหายของเซลลจ์ากกระบวนการแช่
แข็ง รวมถึงอัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะท าให้ เกิดความสมดุลต่อเซลล์ ท าให้ประสบ
ผลส าเร็จในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลา (อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) 

ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสนั้น จะตอ้งมีสารท่ีป้องกนั
อนัตรายจากความเยน็เพื่อป้องกนัไม่ให้เซลล์ถูกท าลายจากผลึกน ้ าแข็งในระหว่างการแช่แข็ง เช่น 
dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol, propylene glycol, formamide, methanol, ethylene, glycol, 
หรือ ethanol เป็นต้น (Vuthiphandchai et al., 2009) นอกจากน้ีการเจือจางน ้ าเช้ือจ าเป็นต้องใช ้
extender โดยบทบาทของสารละลายเจือจางน ้ าเช้ือ คือ การรักษาความสมดุลให้กบัตวัสเปิร์ม เป็น
แหล่งพลังงานให้กับสเปิร์ม ดังนั้ นการเลือกสารละลายเจือจางน ้ าเช้ือให้เหมาะสมจ าเป็นต้อง
ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง ความเข้มข้นของไอออน และเป็นแหล่งพลังงานท่ีเพียงพอต่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษา อีกทั้ งการปรับความเข้มข้นให้เมาะสมก็มีความส าคัญอย่างยิ่งเพื่อ
ป้องกนัการเคล่ือนไหวของตวัสเปิร์ม (Yang & Tiersch, 2010) 
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ภาพ 5 การเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ดว้ยถงัไนโตรเจนเหลว 
ท่ีมา : ชยาภา นิลโกศล 

 
2.5 การแช่แข็งน ้าเช้ือ 

 การเก็บรักษาน ้ าเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิต ่า เป็นเทคนิคท่ีสามารถคงสภาพของน ้ าเช้ือไวไ้ดน้าน  
โดยมีขั้นตอนการเก็บรักษาดงัต่อไปน้ี 

2.5.1 การรวบรวมน ้ าเช้ือปลา (Semen collection)   โดยจะท าการกดบริเวณทอ้งปลาพ่อ
พนัธุ์เบา ๆ (ภาพ 6) น าน ้ าเช้ือท่ีไดใ้ส่ในภาชนะท่ีแห้งและสะอาด และตอ้งไม่มีการปนเป้ือนของ
เมือก อุจจาระ เลือด ปัสสาวะ หรือของเสียอ่ืน ๆ (อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) 
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ภาพ 6  วิธีการรีดน ้าเช้ือดว้ยการกดเบา ๆ บริเวณทอ้งปลา 
ท่ีมา: ภทัรชยั กฤศทิวานนท ์

 
2.5.2 สารละลายเจือจางน ้าเช้ือ (Extender) น ้าเช้ือท่ีเก็บไดต้อ้งน ามาเจือจางกบัสารละลาย

เจือจางน ้ าเช้ือ ซ่ึงมีคุณสมบติัในการลดการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มก่อนน าไปแช่แข็ง และมีค่าออสโม
ลาริต้ี (Osmolarity) ท่ีใกล้เคียงกับน ้ าท่ีใช้เล้ียสเปิร์ม (Seminal fluid) (สมร พรช่ืนชูวงศ์ และ 
สุพรรณ ขนัน ้าเท่ียง, 2553)  

2.5.3 สารไครโอโพเทคแทนท์ (Cryoprotectant) สารไครโอโพเทคแทนท์เป็นสารท่ีท า
หน้าท่ีในการป้องกันไม่ให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ เช่น การเกิดผลึกน ้ าแข็ง (Ice crystal) จาก
กระบวนการแช่แข็ง (อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) สารไครโอโพเทคแทนทแ์บ่งเป็น 2 ประเภทตาม
ความสามารถในการท างานไดแ้ก่ สารประเภทออกฤทธ์ิภายในเซลล ์สามารถซึมผ่านเขา้ไปภายใน
เซลล์ได้ จะช่วยป้องกันการเกิดผลึกน ้ าแข็ง และการฉีกขาดของเซลล์จากภายใน เช่น glycerol, 
DMSO, methanol และ ethanol อีกประเภทคือ สารท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลลเ์น่ืองจากมีมวลโมเลกุล
ขนาดใหญ่ ไม่สามารถซึมผ่านเขา้สู่ภายในเซลล์ได้ แต่จะช่วยป้องกันการท าลายเซลล์จากเกล็ด
น ้ าแข็งท่ีเกิดจากกระบวนการแช่แข็ง และมีคุณสมบติัช่วยป้องกนัการเปล่ียนความดนัออสโมซิส 
(Osmotic pressure) อย่างฉับพลนัระหว่างการแช่แข็ง เช่น sucrose (สุกิจ ประทุมชัย และธนรัตน์  
จานุกิจ, 2558)  

2.5.4 การลดอุณหภูมิ (Freezing) การลดอุณหภูมิเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัย่างยิ่งใน
การแช่แข็งน ้ าเช้ือ ซ่ึงจะเป็นการเปล่ียนแปลงสถานะจากของเหลวเป็นของแข็ง หากลดอุณหภูมิ
อย่างรวดเร็ว เซลลจ์ะไม่เกิดการสูญเสียน ้ า (Dehydration) ท าให้น ้ าภายในเซลลเ์ปล่ียนสถานะเป็น
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ของแข็ง (Intracellular ice crystal) และท าให้เซลลถ์ูกท่ิมแทง แต่การลดอุณหภูมิอยา่งชา้ ๆ เซลลจ์ะ
มีการสูญเสียน ้ ามากเกินไป ท าให้ความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายภายในเซลลสู์งขึ้น เซลลถ์ูกท าลาย
ไดเ้ช่นกนั (อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) 

 2.5.5 การละลาย (Thawing) การละลายเป็นอีกหน่ึงปัจจัยท่ีมีส าคัญต่อคุณภาพของ
น ้าเช้ือแช่แข็ง อตัราการละลาย (Thawing rate) ท่ีเหมาะสมจะท าให้เกิดสมดุลระหว่างผลึกน ้ าแข็งท่ี
อยู่ทั้งภายและภายนอกเซลล ์ซ่ึงโดยทัว่ไปจะท าการละลายท่ีอุณหภูมิ 30 - 70 องศาเซลเซียส ขึ้นอยู่
กบัขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือและปริมาณของน ้าเช้ือ (อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559) 

2.5.6 ชนิดและขนาดหลอดบรรจุ โดยทั่วไปแล้วมี 2 แบบ คือ หลอดแก้วและหลอด
พลาสติก ในปัจจุบนันิยมใชห้ลอดพลาสติกเน่ืองจากสามารถปิดผนึกดว้ยความร้อนไดง้่าย มีหลาย
รูปแบบ เช่น หลอดฟาง (Straws), หลอดฉีดยา (Ampoules) และหลอดไครโอ (Cryotubes) ขึ้นอยู่
กบัความตอ้งการใช ้ 

หลอดฟาง หรือ plastic straws เป็นหลอดท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการใช้แช่แข็ง
น ้าเช้ือ มีหลากหลายขนาด (0.25 - 5.00 มิลลิลิตร) (ภาพ 7) เน่ืองจากหลอดฟางมีลกัษณะเป็นหลอด
ยาวทรงกระบอกและเส้นผ่านศูนยก์ลางขนาดเล็กท าให้มีพื้นท่ีผิวในการสัมผสักับความเย็นใน
ระหว่างการลดอุณหภูมิและความร้อนในระหว่างการละลายไดดี้กว่าหลอดพลาสติกชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึง
โดยทัว่ไปมกัพบงานวิจยัหลาย ๆ งาน ท่ีท าการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือโดยการใชห้ลอดฟางขนาด 
0.25 หรือ 0.5 มิลลิลิตร เช่น  Boonthai Khaopong, Sangsong, Nimrat, & Vuthiphandchai. (2016b) 
ท่ีท าการศึกษาผลของการใชย้าปฏิชีวนะในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวโดยในขั้นตอนการแช่
แข็งน ้ าเช้ือ Boonthai et al. ไดใ้ชห้ลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  และ อมรรัตน์ กิระวาณิชย ์(2559) 
ไดท้ าการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น ้ าแข็งแห้งโดยใช้หลอดฟางขนาด 
0.25 มิลลิลิตร และหลอดไครโอขนาด 1.8 มิลลิลิตร นอกจากน้ีการศึกษาของ Cabrita et al. ( 2001) 
ซ่ึงไดท้ าการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาเทราต์สายรุ้ง (Rainbow trout) ในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 
1.8 และ 5.0 มิลลิลิตร  

2.5.7 อุณหภูมิในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง โดยทัว่ไปแลว้ การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง
ส่วนใหญ่จะเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เน่ืองจากสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือไดร้ะยะยาว
และยงัคงคุณภาพของน ้ าเช้ือได ้แต่บางสถานท่ีหรือฟาร์มท่ีท าการเพาะพนัธุ์บางแห่งไม่มีอุปกรณ์
ส าหรับบรรจุไนโตรเจนเหลว   จึงมีงานวิจยัหลายแห่งไดท้ าการศึกษาถึงอุณหภูมิในการเก็บรักษา
น ้ าเช้ือแช่แข็ง เช่น จากการศึกษาของคคนางค์ บูรณะอ านวย, กรกนก พรหมเทพ, ทศันีย ์ฝ่ายซ้าย
คราม, ชินรัตน์ แจง้แสงฟ้า และกอ้งเกียรติ ศรีสุวรรณ  (2560) ซ่ึงไดท้ าการศึกษาทางเลือกส าหรับ
การเก็บรักษาน ้ าเช้ือโคนมแช่แข็งในตู ้-80 องศาเซลเซียส โดยพบว่า น ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -196 
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แ ล ะ  -80 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  มี ส เปิ ร์ ม เค ล่ื อ น ท่ี  45 – 52.5 เป อ ร์ เซ็ น ต์  ส เปิ ร์ ม มี ชี วิ ต  
47.5 – 58.5 เปอร์เซ็นต์ สเปิร์มท่ีมีเยื่อหุ้มเซลล์เป็นปกติ 46.5 – 55.5 เปอร์เซ็นต์ และสเปิร์มท่ีมี 
อะโครโซม (Acrosome) สมบูรณ์ 81 - 86 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไม่แตกต่างกนั ท าให้สามารถสรุปเบ้ืองตน้
ได้ว่าการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาคุณภาพน ้ าเช้ือแช่
แข็งได้ดีใกลเ้คียงกับการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว   และนอกจากน้ียงัมีการศึกษาถึงการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือของสัตวน์ ้ า เช่น การศึกษาของ Pullin (1972) ท่ีท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลา
ลิ้นหมา (Pleuronectes platessa) ไวท่ี้อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส และ -196 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 315 วนั ซ่ึงพบว่า ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส มีเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิและเปอร์เซ็นต์
ฟักเท่ากบั 39 และ 20 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แต่น ้ าเช้ือท่ีเก็บในอุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส ไม่พบ
การเคล่ือนท่ีและการปฏิสนธิของสเปิร์ม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 7 ขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 4.00 มิลลิลิตร (a), ขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 
2.50 มิลลิลิตร (b), ขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร (c) 

ท่ีมา: ชยาภา นิลโกศล 
 

2.6 การปนเป้ือนแบคทเีรียในน ้าเช้ือปลา  

 การปนเป้ือนของแบคทีเรียในระหว่างขั้นตอนการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาอาจเกิดไดจ้ากหลาย
ปัจจยั เช่น น ้ าท่ีปลาอาศยั วิธีการเก็บตวัอย่าง อุปกรณ์ท่ีใช้ส าหรับเก็บตวัอย่างน ้ าเช้ือ อุปกรณ์ท่ีใช้
ในวิธีการแช่แข็ง รวมถึงส่ิงแวดลอ้มรอบ ๆ ท่ีท าการแช่แข็งน ้ าเช้ือ ซ่ึง Boonthai et al. (2016a) ท่ีได้
ตรวจพบการปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด แบคทีเรียกลุ่มแกรมลบ แบคทีเรีย
กลุ่ม Pseudomonas และแบคทีเรียกลุ่มท่ีชอบความเยน็ (Psychrophile) ท่ีปนเป้ือนอยู่ในน ้ าเช้ือท่ี

(a) 

 

(c) 

 

a b c 
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ปนเป้ือนอุจจาระและปัสสาวะ ในแหล่งน ้ าท่ีใช้เล้ียงปลา ในครีบปลาท่ีอยู่ใกล้บริเวณช่องเพศ 
รวมถึงแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดท่ีปนเป้ือนในไนโตรเจนเหลวท่ีเก็บอยู่ในถัง
ไนโตรเจน บนพื้นผิวภายนอกของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ และระบบหมุนเวียนอากาศภายใน
หอ้งปฏิบติัการ   โดยการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือถือไดว้า่เป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้คุณภาพ
ของน ้ าเช้ือลดลง เน่ืองจากแบคทีเรียสามารถสร้างความเสียหายให้กับเซลล์ของสเปิร์ม เช่น การ
สร้างสารท่ีสามารถเหน่ียวน าให้สเปิร์มเกิดการ apoptosis หรือส่งผลต่อต่อการเคล่ือนท่ีและการมี
ชีวิตรอดของสเปิ ร์ม (Villegas, Schulz, Soto & Sanchez, 2005) ดังรายงานของ Christensen & 
Tiersch (1996) ท่ีพบว่าเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลากดอเมริกันมีปฏิสัมพันธ์กันกับ
ปริมาณของแบคทีเรียอย่างมีนัยส าคญั โดยเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิลดลงแต่ปริมาณของแบคทีเรีย
เพิ่มขึ้น เช่นเดียวกันกับ  Koh, Badrul Nizam, Muhammad Abduh, Abol Munafi, & Iehata. (2019) 
ท่ีพบว่าแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาเวียน (Tor tambroides) มีผลต่อคุณภาพของการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์ม โดยการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มลดลงเม่ือปริมาณแบคทีเรียเพิ่มขึ้ น  นอกจากน้ียงัพบ
แบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas คิดเป็นปริมาณ 67 เปอร์เซ็นต ์ของแบคทีเรียทั้งหมด ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ร าย ง าน ข อ ง    Boonthai, Khaopong, Sangsong, Vuthiphandchai, & Nimrat. (2016c) ท่ี ศึ ก ษ า
ผลกระทบจากแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila และ Pseudomonas fluorescens 
พบว่า แบคทีเรียส่งผลต่อลักษณะสัณฐานวิทยาของสเปิร์ม โดยเฉพาะความกว้างของหาง 
(Flagellum) ซ่ึงท าใหก้ารเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตรอดของสเปิร์มลดลง     
 มีงานวิจยับางฉบบัท่ีไดศึ้กษาถึงการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลา เช่น  Boonthai 
et al., (2016d) ท่ีไดศึ้กษาผลของวิธีการเก็บตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว 4 วิธี ต่อการปนเป้ือน
ของแบคทีเรีย  โดยพบว่า การใช้สายสวนช่วยในการรีดน ้ าเช้ือหลงัจากการลา้งบริเวณท่ีท าการรีด
ดว้ยน ้ าเป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการลดการปนเป้ือนดว้ยแบคทีเรีย  ซ่ึงสามารถลดปริมาณการแบคทีเรีย
กลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด แบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas ไดดี้กว่าวิธีอ่ืน 
ๆ ถึง 2 log   วีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั (2552) ไดศึ้กษาถึงการปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้ งหมด แบคทีเรียแกรมลบในน ้ าเช้ือปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) แช่แข็ง พบว่าการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือท่ีเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลวมีปริมาณลดลงในระหว่างท่ีเก็บ
รักษา และ Boonthai et al. (2016b) ได้ทดสอบการใช้ยาปฏิชีวนะในการลดการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว ซ่ึงยงัพบการปนเป้ือนของแบคทีเรียหลงัจากเติมยาปฏิชีวนะ 
penicillin–streptomycin (PS)   Boonthai, Khaopong, Sangsong, Vuthiphandchai, & Nimrat. 
(2018) พบว่าการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียก่อโรคท่ีเติมลงในน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวแช่แข็งอาจเป็น
สาเหตุต่อการแพร่กระจายของโรคสู่รุ่นลูกของปลาท่ีไดจ้ากการผสมเทียม นอกจากน้ียงัมีรายงานถึง
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ผลกระทบจากการปนเป้ือนของแบคทีเรียซ่ึงเป็นสาเหตุท าให้ลดความสามารถในการปฏิสนธิ
ระหวา่งไข่กบัสเปิร์มของปลาได ้(Boonthai et al., 2018) 
2.7 ยาต้านจุลชีพ  

 ยาตา้นจุลชีพ หมายถึงยาท่ีใชใ้นการรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ ยาตา้นจุลชีพแบ่งออก
ไดเ้ป็น 3 กลุ่ม คือ ยาท่ีไดจ้ากธรรมชาติ ยาท่ีเกิดจากการสังเคราะห์และยาก่ึงสังเคราะห์   (พรพรรณ 
กู้มานะชัย., 2551) โดยยาปฏิชีวนะต่าง ๆ จะมีข้อบ่งช้ีส าหรับใช้รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียท่ี
แตกต่างกนัออกไป ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
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โดยทัว่ไปสารตา้นจุลชีพแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ 
 1. กลุ่มท่ีฆ่าหรือท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกสลาย เรียกกลุ่มน้ีว่า Bactericidal antibiotics 
โดยทัว่ไปมกัมีกลไกการออกฤทธ์ิต่อผนงัเซลลแ์ละเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย 
 2. กลุ่ม ท่ี เพี ยงแต่ย ับยั้ งการเจริญและการแบ่ งเซลล์ของแบคที เรีย เรียกกลุ่ม น้ีว่า 
Bacteriostatic antibiotics มกัมีกลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย  การท างาน
ของสารกลุ่มน้ีเป็นผลท าใหโ้ฮสตมี์การต่อตา้นเช้ือจนท าให้แบคทีเรียไม่สามารถเขา้ท าลายโฮสตไ์ด ้
และเม่ือหยุดการใชส้ารในช่วงแรก แบคทีเรียอาจเจริญต่อไปไดอี้ก แต่กรณีใชส้ารท่ีมีความเขม้ขน้
สูงก็อาจฆ่าแบคทีเรียได ้(สายสมร ล ายอง, 2524)   
 ยาตา้นจุลชีพสามารถแบ่งตามกลไกการออกฤทธ์ิออกเป็น 5 ประเภท ไดแ้ก่  
 1. ออกฤทธิ์ขัดขวางการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย 
 ผนังเซลล์เป็นองค์ประกอบท่ีอยู่ชั้นนอกสุดของเซลล์ มีส าคัญในการห่อหุ้มรอบเซลล์
แบคทีเรียทุกชนิด ยกเวน้ มยัโคพลาสมา (Mycoplasma) ท าให้แบคทีเรียมีเซลล์ท่ีแข็งแรงและคง
รูปร่างอยูไ่ด ้ยากลุ่มน้ีออกฤทธ์ิรบกวนการสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรียท าให้เซลลแ์ตกและตายใน
ท่ีสุด  ยาในกลุ่มน้ีมกัออกฤทธ์ิท าลายแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ เน่ืองจากผนงั
เซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกมีความซับซ้อนน้อยกว่าแบคทีเรียแกรมลบ  ยาจึงซึมผ่านเขา้ไปใน
ผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกได้ง่ายกว่าแบคทีเรียแกรมลบนั้นเอง  ยากลุ่มน้ีจดัเป็นยาท่ีมีความ
ปลอดภัยต่อมนุษย์มากท่ีสุด เพราะเซลล์ของมนุษย์ไม่มีผนังเซลล์ส่งผลให้ยาแทบจะไม่มีผล
อนัตรายต่อมนุษย ์ ยาตา้นจุลชีพท่ีจดัอยู่ในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ กลุ่มเพนิซิลลินและกลุ่มเซฟาโลสปอริน 
เป็นตน้  
 2. ออกฤทธิ์ท าลายเย่ือหุ้มเซลล์แบคทีเรีย 
 เยื่อหุ้มเซลล์เป็นองค์ประกอบท่ีอยู่ถัดเข้ามาจากผนังเซลล์ของส่ิงมีชี วิต เป็นชั้ น ท่ี
ประกอบดว้ยโปรตีนและไขมนั หน้าท่ีหลกัของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียคือ ควบคุมการผ่านเขา้
ออกของสารและไอออนต่าง ๆ ของเซลล์ เช่น กรดอะมิโน น ้ าตาล เกลือแร่ต่าง ๆ เป็นตน้  ยาใน
กลุ่มน้ีจะท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ท างานผิดปกติ ท าให้การผ่านเขา้-ออกของสารต่าง ๆ ผิดไปจากเดิม 
รวมทั้งเกิดการร่ัวไหลของของเหลวภายในเซลล์ ส่งผลให้แบคทีเรียตายในท่ีสุด   ยาในกลุ่มท่ีมี
กลไกการออกฤทธ์ิเช่นน้ีจดัวา่เป็นพิษต่อเซลลข์องมนุษย ์ เพราะเซลลข์องมนุษยก์็มีเยื่อหุม้เซลล ์ยา
จึงมีผลต่อการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ของมนุษยเ์ช่นเดียวกัน แต่ไม่มีผลมากเท่าเยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรีย  ยากลุ่มน้ี ไดแ้ก่ โพลิมิกซิน บี โคลิสติน แอมโฟเทอริซิน บี กรามิซิดิน  
 3. ออกฤทธิ์รบกวนการท างานของกระบวนการเมแทบอลซึิมที่จ าเป็นของแบคทีเรีย 
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 แบคทีเรียทุกชนิดต้องมีกระบวนการสร้างและสลายสารต่าง ๆ ภายในเซลล์เกิดขึ้ น
ตลอดเวลาเพื่อด ารงชีวิตและแบ่งเซลล์  เรียกกระบวนการน้ีว่า "กระบวนการเมแทบอลิซึม" หาก
กระบวนการน้ีถูกขดัขวางหรือรบกวนจะมีผลให้การเจริญของแบคทีเรียหยุดชะงกั การรบกวนการ
เจริญของเซลลแ์บคทีเรีย ยกตวัอย่างเช่น การยบัย ั้งการผลิตกรดโฟลิค ซ่ึงเป็นสารมีบทบาทในการ
เจริญและการแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย  แบคทีเรียไม่สามารถใชก้รดโฟลิคจากภายนอกเซลลไ์ด ้ตอ้ง
สร้างขึ้นมาเอง  ดงันั้นหากหารสังเคราะห์สารชนิดน้ีถูกรบกวนหรือยบัย ั้งย่อมท าให้แบคทีเรียตาย
ในท่ีสุด    ยาท่ีมีฤทธ์ิรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย ไดแ้ก่ กลุ่มซลัโฟนาไมด ์กลุ่ม
ไรฟามยัซิน, กลุ่มลิปิอาร์มยัซิน, กลุ่มควิโนโลน  เป็นตน้ (Tortora, Case & Funke, 1992) 
 4. ออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรีย 
 ยาตา้นจุลชีพกลุ่มน้ีมีกลไกท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสร้างโปรตีนได ้และท าให้แบคทีเรีย
หยดุการเจริญและหยดุการแบ่งเซลล ์การสร้างโปรตีนของแบคทีเรียตอ้งอาศยัไรโบโซมท่ีอยู่ภายใน
เซลล ์   ซ่ึงไรโบโซมในเซลล์แบคทีเรียแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ดงันั้นสารตา้นจุลชีพในกลุ่มน้ีจึงแบ่ง
การออกฤทธ์ิยบัยบัการสร้างโปรตีนออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ยตามต าแหน่งท่ียาไปมีผลต่อการท างานของ
ไรโบโซม ไดแ้ก่ กลุ่มออกฤทธ์ิท่ีไรโบโซมส่วนท่ีเป็น 30s ไดแ้ก่ กลุ่มเตตร้าซัยคลิน และกลุ่มออก
ฤท ธ์ิ ท่ี ไ ร โบ โซ ม ส่ วน ท่ี เป็ น  50s ได้ แ ก่  ก ลุ่ ม ค ล อ แ รม เฟ นิ ค อ ล  ก ลุ่ ม ม ะ โค รไล ด ์ 
ยาอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ คลินดามยัซิน และลินโคมยัซินส่วนท่ีเป็น 50s ไดแ้ก่ กลุ่มคลอแรมเฟนิคอล กลุ่มมะ
โครไลด ์ยายาอ่ืนๆ ไดแ้ก่ คลินดามยัซิน และลินโคมยัซิน (Finberg et al., 2004) 
 5. ออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลอีกิ 
 การแบ่งเซลล์ของแบคทีเรียต้องมีการจ าลองหน่วยพันธุกรรมท่ีประกอบไปด้วยกรด
นิวคลีอิก สารตา้นจุลชีพกลุ่มน้ีมีกลไกยบัย ั้งการสร้างกรดนิวคลีอิก เช่น ขดัขวางการท างานของ
เอนไซม ์DNA gyrase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีท าให้เกลียวดีเอ็นเอคลายตวัเพื่อการจ าลองดีเอ็นเอชุดใหม่
ในกระบวนการแบ่งเซลล ์เม่ือแบคทีเรียไม่สามารถสร้างดีเอน็เอได ้จึงไม่สามารถเจริญและแบ่งตวั
ได ้ ยาในกลุ่มน้ีจดัเป็น Bacteriostatic antibiotics เช่น  กลุ่มฟลูออโรควิโนโลน และยาชนิดอ่ืน ๆ 
เช่น เมโทรนิดาโซล และไรแฟมพิซิน เป็นตน้ 
 ตวัอยา่งของสารตา้นจุลชีพท่ีแบ่งประเภทตามโครงสร้าง  ไดแ้ก่   
 1. ยากลุ่มเพนิซิลลนิ  
 ยากลุ่ม เพนิซิ ลินเป็นกลุ่มของยาท่ีอยู่ในกลุ่มหลักๆ ท่ี เรียกกันว่า เบต้า -แลคแตม  
(-lactam) มีคุณสมบติัใช้รักษาการติดเช้ือจากแบคทีเรีย ยากลุ่มเพนิซิลลินเป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้
รักษาการติดเช้ือจากแบคทีเรียอย่างแพร่หลาย อีกทั้งยงัเป็นยาปฏิชีวนะท่ีถูกน ามาใชท้างการแพทย์
ตั้ งแต่แรกเร่ิมมาจนถึงปัจจุบัน ออกฤทธ์ิขัดขวางการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียโดยเฉพาะ
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แบคทีเรียแกรมบวก โดยยบัย ั้งการสร้างครอสลิงก์ (Crosslink) ระหว่างสายของเปบทิโดไกลแคน 
(Peptidoglycan) ท าให้ผนงัเซลลแ์บคทีเรียอ่อนแอและถูกท าลาย (Brown, 2004)  กลุ่มยาเพนิซิลลิน
สามารถแบ่งชนิดได ้ดงัน้ี 
  1.1 อะมิโนเพนิซิลลิน (Aminopenicillins) เป็นยาท่ีมีโครงสร้างของเบตา้แลคแทม 
(Beta-Lactam) มีฤทธ์ิยบัย ั้งกระบวนการสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย  ยากลุ่มน้ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งกวา้ง
ครอบคลุมแบคทีเรียแกรมบวกแทบทุกชนิดและแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด เช่น E. coli และ 
Haemophilus Influenzae เป็ นต้น  ยา ท่ี จัดอยู่ ในกลุ่ ม น้ี  เช่ น  อะม็ อก ซ่ี ซิ ล ลิน  (Amoxicillin)  
แอมพิซิลลิน (Ampicillin)  ทางการแพทยม์ักใช้อะม็อกซ่ีซิลินในการรักษาโรคติดเช้ือเบ้ืองต้น 
โดยเฉพาะผิวหนังหรือระบบทางเดินหายใจ  อาการแทรกซ้อนท่ีพบบ่อยจากยากลุ่มน้ี คือ ล าไส้
อกัเสบ อุจจาระร่วง  
  1.2 แอนต้ีซูโดโมนอล เพนิซิลลิน (Antipsudo penicillins) เป็นยาตา้นจุลชีพท่ีใช้
ไดผ้ลดีในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน โดยเฉพาะใช้รักษาการติดเช้ือจาก Pseudomonas 
รวมทั้ งย ังสามารถยับยั้ ง  Enterococcus และ  Klebsiella ได้ด้วย  ยาท่ีจัดอยู่ ในกลุ่ม น้ี  ได้แ ก่  
พิเพอราซิลลิน (Piperacillin) และไทคาร์ซิลิน (Ticarcillin) 
  1.3 สารยบัย ั้งเบต้าแลคแทม (Beta-Lactamase Inhibitors) คือยาท่ีมีโครงสร้างวง
แหวนเบตา้แลคแทมเป็นองคป์ระกอบ  มีฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์ผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย  รวมทั้ง
มีส่วนผสมของสารท่ีช่วยยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์เบตา้แลคแทมเมสท่ีผลิตจากแบคทีเรียบาง
สายพนัธุ์ท าให้เกิดอาการด้ือยา  เม่ือน ายากลุ่มน้ีใช้ร่วมกบัเพนิซิลินท าให้ประสิทธิภาพการท างาน
ของยาดีขึ้ น นั่นคือเช้ือด้ือยาน้อยลง  ยาในกลุ่มน้ี  ได้แก่ อะม็อกซ่ีซิลลินผสมคลาวูลาเนท 
(Clavulanate) พิเพอราลินผสมทาโซแบคแทม (Tazobactam) และแอมพิซิลลินผสมซุลแบคแทม 
(Sulbactam) เป็นตน้  แต่ยาผสมเหล่าน้ีสามารถเหน่ียวน าให้ผูใ้ช้มีอาการอุจจาระร่วงได ้(Brown, 
2004) 
  1.4 เพนิซิลลินท่ีไดจ้ากธรรมชาติ (Natural Penicillins) คือยาปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากการ
ผ ลิ ตจาก เช้ื อราในสกุ ล  Penicillium ยกตัวอย่ าง เช่ น  P. chrysogenum, P. nalgiovense และ  
P. griseofulvum  (เอกชัย ชูเกียรติโรจน์, 2555) เป็นยาน้ีมีส่วนประกอบหลกัมาจากโครงสร้างเพ
นิซิลลิน จี (Penicillin G) ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ยกในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่  
Pencillin G  (เพนิซิลลิน จี) Penicillin V (เพนิซิลลิน วี) โปรเคนเพนิซิลลลิน (Procaine Penicillin) 
และเบนซาธีน เพนิซิลลิน จี (Benzathine Penicillin G) ยากลุ่มน้ีมีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีกวา้ง แต่
มกัมีผลต่อแบคทีเรียแกรมบวกเพียงอยา่งเดียว (Brown, 2004) 
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  1.5 เพนิ ซิลลิน ท่ีทนการถูกท าลายของเพนิ ซิล ลิ เนส (Penicillinase resistant 
penicillins)  แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตผลิตเอนไซม์เพนิซิลลิเนสขึ้นมาท าลายวงแหวนเบตา้
แลคแทมท่ีเป็นโครงสร้างหลกัของยาปฏิชีวนะกลุ่มน้ี  ท าให้แบคทีเรียเกิดการด้ือยาและการรักษา
ไม่ได้ผล  ยาในกลุ่มน้ีมีคุณสมบัติทนต่อเอนไซม์เพนิซิลลิเนส ตัวอย่างเช่น คลอกซาซิลลิน 
(Cloxacillin) นาฟซิลิน (Nafcillin) ไดคลอกซาซิลลิน (Dicloxacillin) ออกซาซิลลิน (Oxacillin) 
หรือเมธิซิลลิน (Methicillin) (Brown, 2004) 
 ผลขา้งเคียงของยากลุ่มเพนิซิลิน 
 ปฏิกิริยาภูมิไวเกิน (Hypersensitivity reaction) เป็นการปรากฏของอาการต่าง  ๆ เช่น 
ปฏิกิริยาการตอบสนองรุนแรง (Anaphylaxis) ไข้  ผื่น ข้อบวม  การหายใจไม่สะดวก ภาวะชัก  
อาการเหล่าน้ีสามารถพบไดใ้นทารกแรกคลอดหรือผูท่ี้มีภาวะการท างานของไตผิดปกติ อาจพบ
ภาวะอุจจาระร่วงร่วมด้วย  หรือเกิดจากปฏิกิริยากับยาอ่ืนท่ีใช้ร่วมด้วย หรือจากอาหารหรือจาก
ภาวะจากตวัผูใ้ชย้าเอง (Brown, 2004) 
 2. ยากลุ่มเซฟาโลสปอริน 
 ยากลุ่มเซฟาโลสปอรินเป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีโครงสร้างและคุณสมบติัคลา้ยยากลุ่มเพนิซิลลิน 
จดัอยู่ในกลุ่มซีเฟม (Cephems) ท่ีประกอบดว้ยวงแหวน 2 วงเช่ือมติดกนั (Hamilton-Miller, 2008) 
เซ ฟ าโล ส ป อ ริน ช นิ ด แ รก คื อ  Cephalosporin C ถู ก ค้ น พ บ โด ย  Giuseppe Brotzu ใน ปี  
ค.ศ. 1948 จากเช้ือรา Cephalosporium acremonium ยากลุ่มน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย โดยตวัยาจะจบักบั Penicillin binding proteins และยบัย ั้งกระบวนการ Transpeptidation 
ของการสังเคราะห์  peptidoglycan ท่ี เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคที เรีย  (Tipper & 
Strominger, 1965)  ยากลุ่มเซฟาโลสปอรินแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม ดงัน้ี  
  2.1 ยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 1 เป็นยาท่ีพฒันาขึ้นจากยาในกลุ่มเพนิซิลลินท่ีใชเ้ป็น
ต้นแบบ มีคุณสมบัติในการต้านเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด เช่น  Methicillin-sensitive  
S. aureus และ group A streptococci และแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด เช่น P. mirabilis, E. coli, 
Klebsiella spp. ยาท่ีจดัอยู่ในรุ่นน้ี เช่น Cephalothin, Cefazolin, Cephadroxil และ Cephalexin เป็น
ตน้    
  2.2 ยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 2 พัฒนาขึ้ นจากยารุ่นแรก มีฤทธ์ิในการต้านเช้ือ
แบคทีเรียชนิดแกรมลบมากขึ้น เช่น Haemophilus influenzae และ Enterobacter aerogenes ยาใน
รุ่นน้ี ไดแ้ก่ Cefaclor, Cefprozil, Cefamandole, Cefoxitin และ Cefotetan เป็นตน้ 
  2.3 ยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 3 พฒันาขึ้นจากยาในรุ่นท่ี 2 มีประสิทธิภาพครอบคลุม
การก าจดัแบคทีเรียหลายชนิด  สามารถผ่านเขา้สมองไดจึ้งเป็นยาท่ีแพทยม์กัน ามาใช้รักษาอาการ
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สมองอักเสบจากการติดเช้ือแบคทีเรียต่างๆ เช่น Pneumococci, Meningococci, H. influenzae 
รวมทั้ งย ัง มีฤท ธ์ิย ับ ยั้ งแบคที เรียแกรมลบกลุ่ ม  Enterobacteriaceae ได้ ดี  เช่น  Citrobacter, 
Salmonella, Serratia, E. coli, Klebsiella, P. mirabilis ยกเว้น  Enterobacter  ตัวอย่างยาใน รุ่น น้ี 
ไดแ้ก่ Cefotaxime, Ceftriaxone, Ceftazidime, Cefdinir, Ceftibuten, Cefditoren และ Cefixime  
  2.4 ยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 4 พฒันาขึ้นจากยารุ่นท่ี 3 เป็นยาท่ีถูกพฒันาขึ้นเพื่อให้
มีฤทธ์ิในการฆ่าแบคทีเรียไดก้วา้งมากขึ้น มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบไดม้ากกว่ายารุ่นก่อน ๆ 
ทั้งยงัช่วยรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียในกรณีท่ีเช้ือด้ือยารุ่นท่ี 3 ยาในรุ่นน้ี ได้แก่ Cefepime และ 
Cefpirome   
  2.5 ยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 5 เป็นยารุ่นล่าสุดท่ีพฒันาขึ้นเพื่อใหอ้อกฤทธ์ิก าจดัเช้ือ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบในวงกวา้ง และใช้ได้ผลกับแบคทีเรียแกรมบวกท่ีด้ือต่อยา 
Methicillin เช่น Methicillin-resistant S. aureus ยาในรุ่น น้ี  ได้แก่  Ceftaroline และ Ceftobiprole 
(Hamilton-Miller, 2008; Harrison & Bratcher, 2008; Sader & Jones, 1992) 
 3. ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ 
 ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (Aminoglycosides) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียดว้ย
การยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน  กลไกการออกฤทธ์ิของยากลุ่มน้ีคือตวัยาไปจบักบัไรโบโซมส่วน
ท่ีเป็น 30s ของแบคทีเรียท าให้เกิดความผิดพลาดในการสังเคราะห์โปรตีน ส่งผลให้แบคทีเรียหยุด
การเจริญและตายในท่ีสุด ยากลุ่มน้ี ไดแ้ก่  อะมิกาซิน (Amikacin)  เจนตามิซิน (Gentamicin)  กานา
มั ย ซิ น  (Kanamycin)  นี โอมั ย ซิ น  (N eomycin)  เน ติ ล มิ ซิ น  (Netilmicin)  พ าโรโมมั ย ซิ น 
(Paromomycin)  สเตรปโตมยัซิน (Streptomycin) และ โตบรามยัซิน (Tobramycin) เป็นตน้ (Walt, 
2018)   
 4. แมโครไลด์ 
 ยากลุ่มแมโครไลด์ (Macrolide) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีเป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มีโครงสร้าง
เป็นวงแหวนเด่ียว ขนาดวงแหวนประมาณ  12 อะตอม  ยาในกลุ่ม น้ี  เช่น  อิ ริโทมัยซิน 
(Erythromycin) (Walt, 2018) 
 5. ซัลโฟนาไมด์ 
 ยากลุ่มซัลโฟนาไมด์ (Sulfonamide หรือ Sulphonamide) เป็นยาปฏิชีวนะสังเคราะห์ท่ี
โครงสร้างประกอบด้วยซัลฟานาไมด์  สารในกลุ่มน้ีบางชนิดไม่มีฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรีย เช่น 
Anticonvulsant sulthiame   ส่วนซัลโฟนิลยเูรียและไทอาไซดไ์ดยูเรติก เป็นยาตวัใหม่ท่ีมีพื้นฐานมา
จากซลัโฟนาไมดท่ี์สามารถฆ่าแบคทีเรียได ้(More, 2020) 
 6. ควิโนโลน 
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 ยากลุ่มควิโนโลน (Quinolone) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิกวา้งในการยบัย ั้งแบคทีเรีย  เป็น
กลุ่มยาท่ีถูกคน้พบคร้ังแรกในปี พ.ศ. 2508  ยาในกลุ่มควิโนโลนออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์กรด
นิวคลีอิก โดยยบัย ั้งการคลายตวัของโครงสร้างดีเอ็นเอของแบคทีเรียในกระบวนการจ าลองหน่วย
พนัธุกรรม ท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสร้างดีเอ็นเอได ้จึงไม่สามารถเจริญและแบ่งเซลลไ์ด ้  ยาใน
กลุ่มน้ียงัสามารถช่วยให้เม็ดเลือดขาวท างานดีขึ้น ส่งผลให้ภูมิตา้นทานของร่างกายท างานอย่างมี
ประสิทธิภาพ (หมอชาวบา้น, 2529)   
 สารต้านจุลชีพท่ีอนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลีย้งสัตว์น ้าในประเทศไทย  
 สารตา้นจุลชีพท่ีใชใ้นการควบคุมโรคสัตวน์ ้ าในสมยัก่อนนั้น นิยมใชเ้กลือ Formalin และ 
Copper sulfate เป็นต้น  ต่อมาในปี พ.ศ. 2548 จึงเร่ิมมีการใช้สารต้านจุลชีพในการป้องกันและ
รักษาโรคในสัตว์น ้ า ท่ี เกิดจากแบคที เรีย   โดยยากลุ่มซัลฟานาไมด์  คือ ซัลฟาเมอราซีน 
(Sulfamerazine) เป็นสารต้านจุลชีพพวกแรกท่ีมีการแนะน าให้ใช้ในการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ าใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา  และไดข้ึ้นทะเบียนในการรักษาโรค Furunculosis ในสัตวน์ ้ า (ศูนยวิ์จยัและ
พฒันาประมงน ้าจืดขอนแก่น, 2552)  
  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 303 พ.ศ. 2550 ไดร้ะบุสารตา้นจุลชีพท่ีอนุญาต
ให้ใช้ในการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ า จ านวน 12 ชนิด แบ่งเป็นตวัยาเด่ียวจ านวน 7 ชนิด และตวัยาผสม
จ านวน 5 ชนิด  โดยมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 1. Amoxicillin 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีจัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา  มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้กวา้งขวางทั้ งแกรมบวกและแกรมลบ 
ลกัษณะเป็นผงสีขาวหรือสีขาวนวล  ใช้รักษาโรคติดเช้ือของระบบอวยัวะ เช่น ทางเดินหายใจ 
ทางเดินอาหาร ทางเดินปัสสาวะ ผิวหนงัและหู  เป็นยาในกลุ่มเดียวกบั Ampicillin  แต่แตกต่างจาก 
Ampicillin ตรงท่ีมีหมู่ Hydroxyl ท่ี Phenyl ring  (มักผลิตออกมาในรูป Trihydrate) จึงดูดซึมได้
ดีกวา่เม่ือใหย้าโดยการกิน มีสูตรโมเลกุล C16H19N3O5S และน ้าหนกัโมเลกุล  365.4 กรัม/โมล  
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 20 วนั 
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 2. Enrofloxacin 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีจัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา  มีการดูดซับดี  หลังจากผสมให้สัตว์กิน จากสูตรโครงสร้างมีการ
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พฒันาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิให้กวา้งขึ้นทั้งต่อเช้ือแกรมบวกและแกรมลบ เป็นผลึกสี
เหลืองอ่อน นอกจากจะมีการเติม Piperazine ring แล้วย ังมีการเพิ่มหมู่ เอทธิล (Ethyl) เข้าท่ี 
Piperazine ring ท าให้ Enrofloxacin มีคุณสมบติัเป็น Lipophilic มากขึ้น คือ สามารถละลายไดดี้ใน
ไขมนัของร่างกาย ยาจะสามารถเคล่ือนตวัผ่านชั้น Lipoprotein ของเยื่อหุ้มเซลล์ไดง้่ายและรวดเร็ว  
จากนั้นตวัยาจะถูกดูดซึมเขา้สู่กระแสเลือดและแพร่กระจายไปยงัเน้ือเยื่อส่วนต่าง ๆ มีสูตรโมเลกุล 
C19H22FN3O3  และน ้าหนกัโมเลกุล 359.4 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 21 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 3. Sarafloxacin 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีจัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา อีกทั้งเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม Fluoroquinolone ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซม ์DNA gyrase  ซ่ึงช่วยในการรักษาและควบคุมการติดเช้ือแบคทีเรียในสัตวปี์กท่ี
เกิดจากเช้ือ E. coli และ Salmonella spp. มีสูตรโมเลกุล C20H18ClF2N3O3 และน ้ าหนักโมเลกุล 
421.825 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาและกุง้ ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 5 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 4. ออกโซลนิิค แอซิด 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีจัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา อีกทั้งเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม Quinolone ใช้ตา้นแบคทีเรียแกรมลบ 
และใชไ้ดก้บัพวก S. aerues ยาน้ีจะมีการแพร่กระจายในเน้ือเยือ่ปลาไดดี้กว่ายาออกซ่ีเตตราซยัคลิน 
ซ่ึงยาน้ีมีผลขา้งเคียงอย่างมากต่อระบบประสาทส่วนกลาง ท าใหค้ล่ืนไส้อาเจียน ทอ้งร่วง และปวด
ทอ้ง โดยสารน้ีจะถูกดูดซึมไดน้้อยแต่รวดเร็วในระบบทางเดินอาหาร และถูกขบัออกทางปัสสาวะ 
ทางน ้านมและทางอุจจาระบา้ง มีสูตรโมเลกุล C13H11NO5 และน ้าหนกัโมเลกุล 261.23 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ไม่ระบุ 
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 5. ออกซ่ีเตตราไซคลนิ 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
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 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีจัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา มีสูตรโมเลกุล C22H24N2O9 และน ้ าหนกัโมเลกุล 460.434 กรัม/โมล  มี
สูตรโครงสร้างหลกัเป็นวงแหวนมีลกัษณะเป็นผลึกสีเหลืองรสขม และละลายน ้ าไดจ้ ากดัท่ีมีค่า
ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7 ยากลุ่มน้ีมีฤทธ์ิสูงสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 5.5-6   ภายใต้
อุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีไม่เหมาะสม ยากลุ่มเตตราซัยคลินจะเกิดการสลายตวั  โดยการ
เกิดทั้ ง Degradation และ Rearrangement ของสูตรโครงสร้างท าให้ไม่มีฤทธ์ิในการรักษาโรค  
นอกจากน้ีท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างต ่า (2.0-6.0)  ยากลุ่มน้ีจะเกิด Epimerization เกิดการสลายตวัอยา่ง
รวดเร็ว  ถ้าค่ าความ เป็นกรด -ด่ างสู ง กลุ่ มยาเตตราซั ยค ลินจะเกิด  Isomerization ไป เป็น 
ไอโซเตตราซัยคลิน โดยเฉพาะอย่างยิ่งยาคลอเตตราซัยคลินจะเกิดการสลายตวัได้เร็วท่ีสุด โดย
เปล่ียนเป็นไอโซคลอเตตราซัยคลินทนัทีท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.5  คุณสมบตัอีกขอ้หน่ึงของยาก
ลุ่มเตตราซัยคลินคือ สามารถรวมตัวกับไอออนของพวกไดวาเลนท์และไตรวาเลนท์เป็น
สารประกอบท่ีไม่ละลายน ้า 
 ยาน้ีออกฤทธ์ิอย่างกวา้งขวางครอบคลุมแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เช้ือ Anaerobic 
bacteria, Rickettsiae, Chlamydiae, Mycoplasma, Spirochetes และโพรโตซัวบางชนิด  ตัวยาออก
ฤทธ์ิโดยการจบักบัสารแมกนีเซียมบนเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย แลว้เขา้ไปอยู่ในไซโตพลาสซึม
ของเซลล์และมีการรวมตวัไรโบโซมส่วน 30S ภายในเซลล์   มีผลรบกวนการสังเคราะห์โปรตีน
ของเซลล์นั้น ๆ ยากลุ่มเตตราซัยคลินเป็น Chelating agents ท่ีดี ดงันั้นยากลุ่มน้ีสามารถรวมตวักบั
ไอออนชนิดต่าง ๆ เช่น Ca หรือ Mg ในอาหารหรือรวมตวักบัไอออนในน ้ า ท าให้เส่ือมฤทธ์ิไดง้่าย  
ยากลุ่มเตตราซัยคลินท่ีนิยมใช้ในสัตวน์ ้ าเท่าท่ีมีรายงานมี 3 ชนิด คือ คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเต
ตราซัยคลิน และเตตราซัยคลิน นิยมให้ยาทางปากไม่ว่าจะผสมอาหารหรือป้อนยาให้กินโดยตรง  
ยาจะมีการดูดซึมหลงัจากท่ียาผา่นเขา้ไปในกระเพาะอาหารและล าไส้  หลงัจากดูดซึมแลว้บางส่วน
ของยาจะเกิดเมแทบอลิซึม ค่า Bioavailability (ค่าแสดงบริเวณยาท่ีมีส่ิงมีชีวิตสามารถน าไปใช้ได้
จริง)  ของยากลุ่มเตตราซัยคลินมีค่าค่อนขา้งต ่าทั้ งในปลาและกุ้งกุลาด าเม่ือเปรียบเทียบกับค่าท่ี
รายงานในมนุษย ์  ดงันั้นการใช้ยากลุ่มเตตราซัยคลินตอ้งใช้บ่อยท าให้เสียค่าใช้จ่ายและเสียเวลา
มาก   
 อออกซีเตตราซัยคลินท่ีผสมในอาหารไม่ว่าจะเป็นอาหารเม็ดส าเร็จรูปหรืออาหารสด 
พบว่าประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นต์  ของยาท่ีผสมในอาหารเท่านั้นท่ีสัตว์น ้ าจะได้รับเขา้ไป ส่วนท่ี
เหลือของยาบางส่วนก็อาจละลายน ้ าและรวมตวักบัสารต่าง ๆ รวมทั้งตะกอนดินในน ้ าบริเวณท่ีมี
การเล้ียงปลา ซ่ึงอาจมีผลต่อเช้ือแบคทีเรียท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติในบริเวณดังกล่าว  อาจท าให้เช้ือ
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เหล่าน้ีด้ือยาและได้มีการศึกษาผลของแสงท่ีมีต่อการสลายตัวของยา จากการศึกษาพบว่าทั้ ง
อุณหภูมิและแสงสวา่งมีผลต่อการสลายตวัของยาออกซีเตตราซยัคลินในน ้าทะเล 
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาและกุง้ ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 21 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: 0.2 ppm ในปลาและกุง้กุลาด า 
 6. Sulfadimethoxine sodium และ Ormethoprim 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfonamides เป็นยาตา้นจุลชีพกลุ่มแรกท่ีน ามาใช้ในการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ า   สารเคมีตวั
แรกท่ีมีฤทธ์ิคลา้ยซลัฟามีช่ือว่า พรอนโตซิล พบในปี พ.ศ. 2478   ยาในกลุ่มน้ีมีโครงสร้างหลกัเป็น 
p-Aminobenzene sulfonamide (Sulfanilamide) ซ่ึงมีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบั p-Aminobenzoic acid 
(PABA) ท่ีแบคทีเรียใช้สังเคราะห์ Folic acid  ซัลฟานิลาไมด์เป็นสารท่ีมีความเป็นพิษสูงและมี
คุณสมบติัการกระจายตวัในเน้ือเยื่อต่าง ๆ ไดไ้ม่ดี  จากการทดลองคน้ควา้หากมีการแทนท่ีต าแหน่ง
ของไฮโดรเจนในสูตรโครงสร้างดว้ยอนุมูลท่ีเหมาะสมจะท าให้ไดส้ารตวัใหม่ท่ีมีคุณสมบติัในการ
ละลายในไขมันและการกระจายตัวได้ดีขึ้ น ลักษณะของยาซัลฟาเป็นผงสีขาว รสขม เม่ือถูก
แสงแดดจะกลายเป็นสีด า ไม่มีกล่ิน ทนทานต่อความร้อนไดดี้  ยาซัลฟาท่ีละลายน ้ าไดดี้ตอ้งเตรียม
อยูใ่นรูปของเกลือ  
 ซัลฟาไดเม็ททอกซีน (Sulfadimethoxine) และออร์เม็ทโธพริม (Ormetoprim) มีช่ือยาทาง
การคา้วา่ โรเมต-30 จดัอยูใ่นกลุ่มยาผสม 28 ต ารับ ตามประกาศของส านกังานคณะกรรมการอาหาร
และยา เป็นผลึกสีขาว ละลายน ้ าได้น้อยมาก ออกฤทธ์ิต่อจุลชีพโดยยบัย ั้งการเจริญและการแบ่ง
เซลล ์ ซ่ึงมีรายงานว่าใชย้าโรเมต-30 ผสมในกาหารกุง้กุลาด าจะสามารถลดอตัราการตายเน่ืองจาก
เช้ือ วิบ ริโอได้  Sulfadimethoxine มี สู ตรโม เลกุล  C12H14N4O4S และน ้ าหนักโม เลกุล  310.33  
กรัม/โมล และ Ormetoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O2 และน ้าหนกัโมเลกุล 274.323 กรัม/โมล 
 ยาซัลฟาออกฤทธ์ิกวา้งต่อทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยการยบัย ั้งการเจริญและ
การแบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย (Bacteriostatic effect) โดยไปขัดขวางการสร้างสารเมแทบอไลท์ท่ี
ส าคญัของแบคทีเรีย โดยฤทธ์ิยาซัลฟาจะยงัไม่เกิดในทนัทีหลงัรับยา การเพิ่มจ านวนของแบคทีเรีย
ยงัคงเกิดขึ้นขณะหน่ึงก่อนท่ียาจะออกฤทธ์ิ  ยาซัลฟาจะออกฤทธ์ิโดยจะไปแทนท่ีกรดพาราอะมิโน
เบนโซอิค ในการรวมตวักบัเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟลิค ซินทีเทศ ท่ีจ าเป็นต่อการสร้างกรดโฟลิคของ
แบคทีเรีย ผลก็คือท าใหก้ารเจริญของแบคทีเรียถูกยบัย ั้งและหยดุการเจริญในท่ีสุด  
 กรณีท่ีสัตว์น ้ ามีอาการป่วยอย่างเร้ือรังจะสังเกตได้ว่า การใช้ยาซัลฟารักษาจะไม่ค่อย
ไดผ้ลดีเท่าท่ีควร เน่ืองจากยาซัลฟาออกฤทธ์ิเพียงไปยงัย ั้งการเจริญและเพิ่มจ านวนของแบคทีเรีย
เท่านั้น ร่างกายสัตวน์ ้าจ าเป็นตอ้งมีกระบวนการกลืนท าลายเช้ือโรคอยา่งมีประสิทธิภาพจึงจะท าให้
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ยาซัลฟาไดผ้ลสูงสุดในการรักษา ดงันั้นยาซัลฟาจึงให้ผลรักษาไม่ดีในสัตวน์ ้ าท่ีมีการติดเช้ืออย่าง
เร้ือรัง จึงเหมาะสมท่ีใชใ้นการป้องกนัและรักษาโรคในสัตวน์ ้าในระยะเร่ิมตน้ท่ียงัไม่มีอาการเร้ือรัง 
 การใชย้าซัลฟาในปัจจุบนัมกัแนะน าให้ใชเ้ป็น 2 กรณี คือ 1) ใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือใน
ระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคล าไส้ โรคขี้ขาว โรคขี้ขาดตอน และ 2) ใชใ้นการป้องกนัโรคติดเช้ือ
แบคทีเรียในกุง้อาย ุ20, 40 และ 60 วนั  
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาและกุง้ ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 42 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 7. Sulfadimethoxine sodium และ Trimethoprim 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfadimethoxine sodium และ Trimethoprim จัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาผสม 28 ต ารับ ตาม
ประกาศของส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา ใชร่้วมกนัป้องกนัโรคติดเช้ือและช่วยขดัขวาง
การท างานของเอนไซม์ Dihydrofolate reductase ท่ี เปล่ียน Dihydrofolate เป็น Tetrahydrofolate 
ของกระบวนการสร้าง Purines นอกจากน้ียงัมีความสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก
และแกรมลบ   Sulfadimethoxine มี สูตรโมเลกุล  C12H14N4O4S และน ้ าหนักโมเลกุล  310.33  
กรัม/โมล และTrimethoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O3 และน ้าหนกัโมเลกุล 290.318 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาและกุง้ ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 21 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 8. Sulfamonomethoxine และ Trimethoprim 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfamonomethoxine และ Trimethoprim จัดอยู่ ในกลุ่มต า รับยาผสม 28 ต ารับ  ตาม
ประกาศของส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา รักษาการติดเช้ือจุลชีพในระบบทางเดินหายใจ 
ระบบประสาท ระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินปัสสาวะ Sulfamonomethoxine มีสูตร
โมเลกุล C11H12N4O3S และน ้ าหนักโมเลกุล 280.30 กรัม/โมล และTrimethoprim มีสูตรโมเลกุล 
C14H18N4O3 และน ้าหนกัโมเลกุล 290.318 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ไม่ระบุ 
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ  
 9. Sulfadiazine และ Trimethoprim 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfadiazine และ Trimethoprim จัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาผสม 28 ต ารับ ตามประกาศของ
ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา ใช้ร่วมกนัป้องกนัโรคติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ และโรคติด
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เช้ือทางเดินหายใจ รวมทั้งใช้รักษาโรคท้องเสีย ซ่ึงออกฤทธ์ิต่อเยื่อหุ้มเซลล์และผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย Sulfadiazine มีสูตรโมเลกุล C10H10N4O2S และน ้ าหนักโมเลกุล 250.278 กรัม/โมล และ
Trimethoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O3 และน ้าหนกัโมเลกุล 290.318 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ไม่มีระบุในสัตวน์ ้ า แต่ระบุเฉพาะในหมู 14 วนั ไก่ 7 วนั และไก่งวง 7 
วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 10. Sulfadimidine และ Trimethoprim 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfadimidine และ Trimethoprim จดัอยู่ในกลุ่มต ารับยาผสม 28 ต ารับ ตามประกาศของ
ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา ออกฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียโดยยบัย ั้งการสร้างกรดโฟลิกและใช้
รักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียท่ีไวต่อยาน้ี เช่น โรคติดเช้ือท่ีผิวหนัง ทางเดินหายใจ และทางเดิน
ปัสสาวะ เป็นต้น Sulfadimidine มีสูตรโมเลกุล C12H14N4O2S และน ้ าหนักโมเลกุล 278.331  
กรัม/โมลและTrimethoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O3 และน ้าหนกัโมเลกุล 290.318 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ไม่มีระบุในสัตวน์ ้า แต่ระบุเฉพาะในหมู 15 วนั โคกระบือ 10 วนั  
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 11. Sulfamonomethoxine Sodium 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 Sulfamonomethoxine Sodium จัดอยู่ในกลุ่มต ารับยาเด่ียว 244 ต ารับ ตามประกาศของ
ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา   ใช้รักษาการติดเช้ือจุลชีพในระบบทางเดินหายใจ ระบบ
ประสาท ระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินปัสสาวะ Sulfamonomethoxine Sodium มีสูตร
โมเลกุล C11H12N4O3S และน ้าหนกัโมเลกุล 280.303 กรัม/โมล  
Withdrawal Time: ไม่ระบุ 
 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 12. Toltrazuril 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 โทรทาซูริล (Totrazuril) เป็นกลุ่มยาท่ีใช้ในการฆ่าโพรโตซัวในระบบทางเดินอาหาร 
ไดผ้ลดีกบัโพรโตซัวในกลุ่ม Coccidia ยาชนิดน้ีเป็นท่ีนิยมใช้ในสัตวบ์กอย่างแพร่หลายในหลาย
ประเทศ ส าหรับประเทศไทยได้ขึ้นทะเบียนยาชนิดน้ีเพื่อใช้ในสัตว์บกและสัตวน์ ้ า Totrazuril มี
สูตรโมเลกุล C18H14F3N3O4S และน ้าหนกัโมเลกุล 425.38 กรัม/โมล 
 Withdrawal Time: ส าหรับปลาและกุง้ ก าหนดระยะเวลาหยดุยาท่ี 21 วนั 
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 ค่ามาตรฐานท่ีก าหนด: หา้มตรวจพบ 
 สารต้านจุลชีพท่ีไม่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเลีย้งสัตว์น ้าของประเทศไทย 
  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 299 พ.ศ. 2549 ได้ระบุว่าให้อาหารทุกชนิดมี
มาตรฐาน โดยตรวจไม่พบการปนเป้ือนสารเคมีดงัต่อไปน้ี ซ่ึงมีทั้งหมด 3 ตวัยา  
 1. คลอแรมฟินิคอล 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 เป็นยาปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากการผลิตของ Streptomyces venezuelae คน้พบในปี ค.ศ. 1947 จาก
ตวัอยา่งดินท่ีไดจ้ากประเทศเวเนซูเอล่า  ออกฤทธ์ิอย่างกวา้งขวางต่อทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแก
รมลบ สารน้ีมีสูตรโครงสร้างทางเคมีท่ีไม่ซับซ้อนมากนัก และสามารถสังเคราะห์ขึ้นมาได้ด้วย
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี เป็นสารท่ีไม่มีสีและไม่ค่อยละลายน ้ า นอกจากน้ีมีสูตรโมเลกุล 
C11H12Cl2N2O5 และน ้าหนกัโมเลกุล  323.132 กรัม/โมล 
 คลอแรมฟินิคอลจะแพร่กระจายเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียและเขา้ไปจบักบัไรโบโซมส่วน 50S 
ของแบคทีเรีย  ท าให้ไปขดัขวางการจบักันระหว่างไรโบโซม 50S และ tRNA ปฏิกิริยาระหว่าง
เอนไซม์ Peptidyl transferase กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไม่ เกิดขึ้ น เป็นผลท าให้ไม่ มีการ
สังเคราะห์โปรตีน 
 อวยัวะเป้าหมายท่ีมีความเส่ียงต่อการใชย้าคลอแรมฟินิคอลคือไขกระดูก โดยมีผลต่อระบบ
การผลิตเมด็เลือด 2 ประการ คือ ท าให้จ านวนเซลลห์รือองคป์ระกอบในเลือดลดลง (Pancytopenia) 
และการตอบสนองของร่างกาย (Idiosynerasy) อันเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงของเซลล์ท่ีเป็น
ส่วนประกอบส าคญัในเลือด  กลไกความเป็นพิษของคลอแรมฟินิคอลต่อไขกระดูกยงัไม่เป็นท่ี
ชดัเจน ในรายของผูป่้วยท่ีรอดชีวิตจากผลกระทบของคลอแรมฟินิคอลต่อการเปล่ียนแปลงในไข
กระดูกน้ีจะมีอตัราเส่ียงสูงต่อการเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) จากผลการศึกษาพบว่าการ
ลดลงของจ านวนเซลล์ท่ีผลิตเม็ดเลือดในไขกระดูกขึ้นอยู่กบัปริมาณของยาคลอแรมฟินิคอลท่ีใช ้
ในขณะท่ีการตอบสนองของร่างกายอนัเน่ืองมาจากการลดลงของจ านวนเซลลท่ี์เป็นส่วนประกอบ
ส าคัญในเลือดไม่ได้ขึ้ นอยู่กับปริมาณยาคลอแรมฟินิคอลท่ีใช้  แต่มีแนวโน้มว่าจะขึ้ นอยู่กับ
ระยะเวลาท่ีมีการใชย้าคลอแรมฟินิคอลติดต่อกนัเป็นเวลานาน นอกจากน้ีคลอแรมฟินิคอลยงัมีผล
ต่อเม็ดเลือดแดง ท าใหเ้มด็เลือดแดงมีการพฒันาอย่างไม่สมบูรณ์ เป็นผลให้เม็ดเลือดแดงในกระแส
เลือดต ่ากว่าปกติ ผลกระทบของคลอแรฟินิคอลต่อเม็ดเลือดแดงจะแปรผนัตามปริมาณของคลอ
แรมฟินิคอลท่ีใช ้
 ค่า MRPL (Minimum Required Performance Limit) 
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 เน่ืองจากคลอแรมฟินิคอลเป็นสารท่ีไม่อนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า ดงันั้นจึงไดมี้
ประกาศส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ืองหลกัเกณฑ ์เง่ือนไข และวิธีการตรวจวิเคราะห์
การปนเป้ือนสารเคมีบางชนิดในอาหาร พ.ศ. 2549 โดยก าหนดว่าจะตอ้งใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์
และห้องปฏิบติัการท่ีมีความสามารถในการตรวจพบปริมาณสารปนเป้ือนไดอ้ย่างนอ้ยต ่าถึงระดบั 
0.30 ppb และตอ้งพบปริมาณสารปนเป้ือนนอ้ยกวา่ปริมาณท่ีก าหนดดงักล่าว 
 2. สารในกระบวนการสร้างและสลายของกลุ่มไนโตรฟิวแรนส์ (Nitrofurans metabolites) 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์คือยาปฏิชีวนะท่ีสังเคราะห์ขึ้น  นิยมใช้กนัอย่างกวา้งขวางในการ
รักษาโรคติดเช้ือภายในล าไส้ และโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะของสัตวจ์ าพวกแพะ แกะ 
สุกร โค กระบือ เป็ด ไก่และกุง้ สูตรโครงสร้างของสารกลุ่มน้ีประกอบไปดว้ยวงแหวนฟูแรนเกาะ
ดว้ยไนโตรกรุ๊ป เรียกว่า 5--Nitrofuraldehyde มีลกัษณะเป็นผงสีเหลือง ไม่มีกล่ิน ไม่มีรส ละลายน ้ า
ได้เล็กน้อย สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ ท่ี นิยมใช้กันมาก ได้แก่  ฟูราโซลิโดน (Furazolidone)  
ฟู รั ล ท าโดน  (Furaltadone) ไน โตรฟู ร าโซ น  (Nitrofurazone) แล ะไน โต รฟู ร าน โท อิ น 
(Nitrofurantoin) แต่จากผลการศึกษาพบว่า สารกลุ่มน้ีมีแนวโน้มเป็นสารก่อมะเร็งและท าให้เกิด
การกลายพนัธุ์ในสัตวถ์า้ไดรั้บการบริโภคในระยะเวลานาน  สารกลุ่มน้ีจึงถูกห้ามใชก้บัสัตวท่ี์เล้ียง
ไวเ้พื่อเป็นอาหารในหลายประเทศ เช่น อเมริกา ออสเตรเลีย แคนาดา ญ่ีปุ่ น สิงคโปร์ บงัคลาเทศ 
และกลุ่มสหภาพยโุรป  
 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ในรูปยาตั้งตน้ (Parent drugs) จะถูกย่อยสลายอยา่งรวดเร็วในสัตว์
กลายเป็นสารเมแมบอไลท์  จะจับตัวตามเน้ือเยื่อต่าง ๆ เรียกว่า Tissue-bound metabolites หรือ 
Protein-bound metabolites ซ่ึงมีความคงตวักว่ายาตั้งตน้และจะตกคา้งในเน้ือเยื่อของสัตว์ได้นาน
หลายสัปดาห์ ดงันั้นการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์จึงอาศยัพื้นฐานการตรวจวดัสารเม
แทบอไลท์ของยาตั้งตน้ ซ่ึงสารเมแทบอไลท์ของฟูราโซลิโดน ฟูรัลทาโดน ไนโตรฟูราโซนและ 
ไน โตรฟู ร าน โท อิน  คื อ  3-Amino-2-oxazolididone (AOZ), 3-Amino-5-morpholinomethyl-2-
oxazolidinone (AMOZ), 1-Aminohydantoin (AHD) และ Semicarbazide (SEM) ตามล าดบั  
 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์เป็นยาปฏิชีวนะท่ีสังเคราะห์ขึ้น มีลกัษณะเป็นผงสีเหลือง ไม่มี
กล่ิน ไม่มีรส ละลายน ้ าไดเ้ล็กน้อย  เป็นสารท่ีมีอายุสั้นเม่ือแพร่กระจายสู่ร่างกายสัตวใ์นเวลาไม่ก่ี
ชัว่โมง โดยจะเปล่ียนรูปไปเป็น Tissue- bound residue ซ่ึงสะสมในเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ของร่างกายสัตว ์ 
 สูตรโมเลกุลของ Nitrofurantoin คือ C8H6N4O5, Nitrofurazone C6H6N4O4  Furazolidone 
C8H7N3O 5 และ  Furaltadone C13H16N4O 6โดยมีน ้ าหนักโม เลกุลของ Nitrofurantoin 238 .16  
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กรัม/โมล, Nitrofurazone 198.14 กรัม/โมล, Furazolidone 225.16 กรัม/โมล และ Furaltadone 324.3 
กรัม/โมล 
 ค่า MRPL (Minimum Required Performance Limit) 
 เน่ืองจากไนโตรฟิวแรนส์เป็นสารท่ีไม่อนุญาตให้ใชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า ดงันั้นจึงไดมี้
ประกาศส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ืองหลกัเกณฑ ์เง่ือนไข และวิธีการตรวจวิเคราะห์
การปนเป้ือนสารเคมีบางชนิดในอาหาร พ.ศ. 2549 โดยก าหนดว่าจะตอ้งใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์
และห้องปฏิบติัการท่ีมีความสามารถในการตรวจพบปริมาณสารปนเป้ือนไดอ้ย่างนอ้ยต ่าถึงระดบั 
0.30 และ 1.0 ppb ตามล าดบั  กล่าวคือ AOZ และ AMOZ ท่ีระดบั 0.30 ppb และ AHD และ SEM ท่ี
ระดบั 1.0 ppb และตอ้งพบปริมาณสารปนเป้ือนนอ้ยกวา่ปริมาณท่ีก าหนดดงักล่าว  
 3. มาลาไคต์ กรีน (Malachite green) และเกลือของสาร และสารในกระบวนการสร้างและ
สลาย (Malachite green and leuco-malachite green) 
 คุณสมบติัและกลไกการออกฤทธ์ิ 
 สารน้ีมีฤทธ์ิในการตา้นจุลินทรีย ์ ยงัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค  ออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรีย
ทั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบ  แต่มีผลต่อแบคทีเรียแกรมบวกมากกวา่แกรมลบ การออกฤทธ์ิเร่ิม
จากการเข้าไปรวมกับองค์ประกอบภายในเซลล์ได้เป็นโครงสร้างเชิงซ้อนท่ีไม่แตกตัว ท าให้
ขดัขวางขบวนการทางชีววิทยาท่ีส าคญัของเซลล์   ในหลายประเทศไดพ้ยายามจ ากดัการใช้มาลา
ไคท์กรีนในสัตวน์ ้ า  เน่ืองจากพบว่ามาลาไคท์กรีนเป็นเคมีภณัฑ์ท่ีมีพิษสูง มีคุณสมบติัเป็นสารก่อ
มะเร็งและมีผลต่อโครโมโซมของเซลล ์ แต่ในบางประเทศใชเ้พื่อรักษาโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากโพรโต
ซัวในสัตว์น ้ า โดยแนะน าให้ใช้ในขนาด 0.1-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีการน ามาใช้ร่วมกับ 
Formalin ในการรักษาโรคจุดขาว นอกจากน้ีอนุญาตใหใ้ชไ้ดเ้ฉพาะในปลาสวยงามเท่านั้น  
 สารน้ีอยู่ในกลุ่มสีย ้อมมีช่ือทางเคมี คือ 4R (Dimethylamine)-pheny-benzylidene-2, 5 
cyclohexa-dinelylidine dimethylammonium chloride มี สู ต ร โ ม เ ล กุ ล  C2 3 H2 5 N2 Cl แ ล ะ  
Leuco-malachite green C23H26N 2ทั้ งน้ีน ้ าหนักโมเลกุลของ Malachite green 365 กรัม/โมล และ 
Leuco-malachite green 330.47 กรัม/โมล 
 การน ามาใชป้ระโยชน์ น ามาใช้เพื่อป้องกนัหรือรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือราและปรสิตเซลล์
เดียว  โดยทัว่ไปจะใชก้นัในโรงเพาะฟักในประเทศเขตท่ีมีอุณหภูมิค่อนขา้งเยน็ ส าหรับในประเทศ
ไทยเป็นประเทศในเขตร้อนจึงไม่ค่อยนิยมใช ้อีกทั้งราคาของยาในกลุ่มน้ีมีราคาแพง ยาในกลุ่มน้ีมี
ช่วงเวลาการสลายตวั  ซ่ึงหากน ามาใช้ในการเพาะเล้ียงก็สามารถควบคุมช่วงเวลาการสลายตวัของ
ยาให้หมดไป ก่อนจบัปลาขายสู่ท้องตลาด ความเป็นพิษท่ีรุนแรงท าให้การใช้ Malachite green 
จ ากดัอยู่ในโรงเพาะฟักเท่านั้น และเกษตรกรบางส่วนก็เปล่ียนมาใชส้ารป้องกนัเช้ือรากลุ่มอ่ืนแทน 
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เช่น ไตรฟูราลิน เป็นตน้ ส าหรับขอ้มูลความเป็นพิษพบวา่เป็นสารท่ีก่อใหเ้กิดกลายพนัธุ์ (Mutagen) 
โดยท าให้ไข่ของปลาท่ีแช่ดว้ยสารชนิดน้ีมีการพฒันาไปเป็นตวัอ่อนอย่างไม่สมบูรณ์  รวมทั้งเป็น
สารก่อมะเร็ง (Carcinogen) ในสัตว์ทดลอง มีความเป็นพิษต่อสัตว์น ้ าสูงมาก โดยพบว่าท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ 1-2 ppm ก็จะท าใหป้ลาน ้าจืดตายไดใ้นเวลา 1 ชัว่โมง เช่นเดียวกบัในกุง้ทะเล  
 ค่า MRPL (Minimum Required Performance Limit) 
 เน่ืองจาก Malachite green และ Leuco-malachite green เป็นสารท่ีไม่อนุญาตให้ใช้ในการ
เพาะเล้ียงสัตว์น ้ า ดังนั้นจึงได้มีประกาศส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง หลกัเกณฑ ์
เง่ือนไข และวิธีการตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนสารเคมีบางชนิดในอาหาร พ.ศ. 2549 โดยก าหนด
วา่จะตอ้งใชว้ิธีการตรวจวิเคราะห์และห้องปฏิบติัการท่ีมีความสามารถในการตรวจพบปริมาณสาร
ปนเป้ือนได้อย่างน้อยต ่าถึงระดับ 2.0 พีพีบี และตอ้งพบปริมาณสารปนเป้ือนน้อยกว่าปริมาณท่ี
ก าหนดดงักล่าว  
 
2.8 งานวิจัยท่ีเกีย่วข้อง  
 รพีพรรณ เอ้ือเวชนิกุล, ปาริฉัตร สุขโต และศศิธร คณะรัตน (2537) ไดศึ้กษาการปนเป้ือน
ของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือโคแช่แข็ง  ตามปกติแล้วน ้ าเช้ือแช่แข็งควรมีปริมาณการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียน้อยท่ีสุดเพื่อป้องการติดเช้ือ จากการตรวจสอบน ้ าเช้ือสดของโค ณ ศูนย์ผสมเทียม
ปทุมธานีจ านวน 241 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือนของแบคทีเรียเฉล่ียกบั 753,112 ± 75,600 CFU/mL 
มีค่าพิสัยเท่ากับ 1,000 – 4,840,000 CFU/mL และน ้ าเช้ือโคแช่แข็ง ณ ศูนย์ผสมเทียมปทุมธานี
จ านวน 145 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือนของแบคทีเรียเฉล่ีย 40,972 ± 7,400 CFU/mL มีค่าพิสัยต ่ากว่า 
1,000 – 58,500 CFU/mL โดยค่าเฉล่ียของปริมาณการปนเป้ือนในน ้ าเช้ือโคแช่แข็งท่ีตรวจพบอยู่
ในช่วงของค่าเฉล่ียท่ีองค์การอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติรายงานไวใ้นปี ค .ศ. 1981 
และท่ีสถาบัน Office International de Epizooties รายงานไวใ้นปี ค .ศ. 1984 คือ 10,000 – 60,000 
CFU/mL 
 อนงคณ์ หัมพานนท์ และ กฤษณ์ มงคลปัญญา (2539) ไดท้ าการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือ
ปลาสวาย โดยท าการเจือจางน ้ าเช้ือดว้ย 0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl และ C-F HBSS ก่อนน าไปผสมกบั
สาร DMSO ท่ีความเขม้ขน้ 8, 10 และ 12 เปอร์เซ็นต ์ท าการลดอุณหภูมิดว้ยอตัราการลดอุณหภูมิท่ี 
-10, -20 และ -30 องศาเซลเซียสต่อนาที) และเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 
เป็นระยะเวลา 7 วนั จากนั้นน ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งมาท าการละลายท่ีอุณหภูมิ 50 หรือ 70 องศาเซลเซียส 
เพื่อตรวจสอบการเคล่ือนท่ีและเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิกบัไข่ปลาดุกอุย โดยพบว่าเปอร์เซ็นต์การ
เคล่ือนท่ีและเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิไม่แตกต่างกนัระหว่างน ้ าเช้ือท่ีเจือจางด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต ์
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NaCl, C-F HBSS และอุณหภูมิท่ีใชล้ะลายน ้ าเช้ือแช่แข็ง แต่อตัราการลดอุณหภูมิทั้ง 3 มีผลต่อการ
เคล่ือนท่ีและการปฏิสนธิของสเปิร์ม โดยการลดอุณหภูมิด้วยอตัรา -10 องศาเซลเซียสต่อนาที มี
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีและการปฏิสนธิสูงท่ีสุด ส่วนการเพิ่มความเขม้ขน้ของสาร DMSO พบว่า
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีลดลงอยา่งมีนยัส าคญั แต่เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิไม่แตกต่างกนั 
 Bielanski, Bergeron, Lau & Devenish (2003) ไดร้ายงานถึงการปนเป้ือนของแบคทีเรียใน
น ้ าเช้ือและตวัอ่อนแช่แข็งของมนุษยท่ี์อยู่ในหลอดท่ีปิดสนิทและเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลว
เป็นระยะเวลา 6 – 35 ปี ซ่ึงพบแบคทีเรีย 32 ชนิด และเช้ือรา 1 ชนิด จากตวัอย่างท่ีไนโตรเจนเหลว 
น ้ าเช้ือแช่แข็งและตวัอ่อนแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลวทางการคา้จ านวน 8 ถงั และ
ถงัไนโตรเจนของศูนยว์ิจยัจ านวน 8 ถงั โดยแบคทีเรียท่ีพบในตวัอย่างดงักล่าวเป็นแบคทีเรียท่ีพบ
ไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้ม  และแบคทีเรียบางชนิด เช่น Escherichia coli จดัเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาส
ในการก่อโรคในมนุษยแ์ละสัตว ์นอกจากนั้น Stenotrophomonas maltophilia เป็นแบคทีเรียท่ีพบ
มากท่ีสุดจากตวัอย่างและเป็นสาเหตุให้การปฏิสนธิกบัไข่และการพฒันาของตวัอ่อนในหลอดแกว้
ลดลง  จากการวิเคราะห์ลกัษณะทางพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค Pulsed field gel electrophoresis แสดง
ให้เห็นว่าไม่มีการปนเป้ือนขา้มระหว่างเซลลสื์บพนัธุ์กบัไนโตรเจนเหลวของแบคทีเรียชนิดน้ี  อีก
ทั้ งยงัไม่พบการถ่ายทอดไวรัส Bovine viral diarrhea virus (BVDV) และ  Bovine herpesvirus-1 
(BHV-1) จากตวัอย่างน ้ าเช้ือและตวัอ่อนท่ีติดเช้ือไปสู่เซลล์สืบพนัธุ์ปราศจากเช้ือท่ีเก็บรักษาในถงั
ไนโตรเจนเดียวกนั  
 Nimrat, Bart, Keatsaksit & Vuthiphandchai (2008) ไดศึ้กษาถึงแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในถุง
น ้ าเช้ือกุ้งกุลาด าแช่แข็งท่ีเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 210 วนั พบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด และแบคทีเรียกลุ่ม Vibrio ลดลงอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) ถึง 2.1 ± 0.4 × 104 CFU/g (95.5 
เปอร์เซ็นต์) และ 18.7 ± 4.1 × 103 CFU/g (93.8 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ หลังจากเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลา 30 วนั ในขณะท่ีแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas มีปริมาณลดลงอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) 
เม่ือเก็บรักษาได ้1 ชัว่โมง (1.11 ± 5.9 × 105 CFU/g ลดลง 62.8% เปอร์เซ็นต)์  นอกจากน้ีเปอร์เซ็นต์
การมีชีวิตของน ้ าเช้ือสด (96.4 1.8%) ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (P>0.05) กบัน ้ าเช้ือแช่
แข็งท่ีเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง 30 และ 60 วนั (94.2 ± 2.1, 89.8 ± 3.5 และ 86.7 ± 3.9 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) แต่อย่างไรก็ตามการมีชีวิตของสเปิร์มลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05)  
หลงัจากเก็บรักษานาน 90 วนั   และพบแบคทีเรีย 23 ชนิดท่ีปนเป้ือนอยู่ในถุงน ้ าเช้ือสดและถุง
น ้ า เ ช้ื อ แ ช่ แ ข็ ง  โ ด ย  Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Vibrio spp., Kocuria varians,  
Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Pseudomonas aeruginosa แ ล ะ 
Burkholderia cepacia พบในถุงน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ี เก็บรักษานานกว่า 90 หรือ 120 วัน ในขณะท่ี 
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Staphylococcus ท่ี ไ ม่ ใ ช่  S. aureus, Micrococcus spp., Proteus spp., Corynebacterium spp.,  
Ochrobactrum anthropi, Bacillus licheniformis และ Pseudomonas spp. ตรวจพบในถุงน ้ าเช้ือได้
ถึงระยะเวลาท่ีเก็บรักษา 210 วนั  
 เกรียงศักด์ิ เม่งอ าพัน และ Bart (2551) ได้ท าการศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาบึกด้วย
วิธีการแช่แข็ง โดยท าการเจือจางตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาบึกดว้ย สารละลาย HBSS และ DMSO ความ
เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์ ก่อนน าไปลดอุณหภูมิด้วยอตัราการลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสต่อนาที 
และน าไปเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส) โดยพบว่าน ้ าเช้ือปลาบึก
แช่แข็ง นาน 2 เดือน ในอตัราส่วน 1:3 (น ้ าเช้ือ:สารละลาย) มีเปอร์เซ็นตก์ารผสมเฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 
25.65 ± 9.64 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของน ้ าเช้ือปลาบึกแช่แข็งนาน 2 เดือน มี
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตสูงสุดคือ 45.26 ± 5.99 เปอร์เซ็นต ์น ้ าเช้ือแช่แข็งปลาบึกท่ีเก็บไวน้าน 1 ปี ใน
อตัรา 1:1 (น ้าเช้ือ:สารละลาย) มีเปอร์เซ็นตก์ารผสมเฉล่ียสุดเท่ากบั 76.6 ± 3.5 เปอร์เซ็นต ์
 วีรพงศ์ วุฒิพนัธุ์ชัย (2552) ได้ศึกษาถึงการปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด แบคทีเรียแกรมลบในน ้ าเช้ือปลาดุกอุยแช่แข็ง โดยพบแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่ม ลดลงอย่างมี
นยัส าคญั (P < 0.05) หลงัจากท าการลดอุณหภูมิ แต่เม่ือท าการเก็บรักษา ณ เวลาการเก็บรักษาวนัท่ี 
30 จนถึงวนัท่ี 90 ปริมาณของแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P < 0.05)   
น อ ก จ าก น้ี ช นิ ด ข อ ง แ บ ค ที เรี ย ก ลุ่ ม เฮ ท เท อ โ ร โท บ ทั้ ง ห ม ด ท่ี ต ร ว จ พ บ  ไ ด้ แ ก่  
Staphylococus non-auraus, Micrococcus spp., Bacillus spp., Flavobacterium spp. แ ล ะ
Corynebacterium spp. ส่วนชนิดของแบคทีเรียแกรมลบท่ีตรวจพบ ได้แก่ Flavobacterium spp., 
Aeromonas achromogenes, Aeromonas salmonicide และ Klebsiella spp. 
 Omitogun et al. (2010) ไดร้ายงานถึงการปรับปรุงการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาดุก
เทศทั้ งแบบระยะสั้ น ท่ี อุณหภู มิ  -35 องศาเซลเซี ยส  และแบบระยะยาว ท่ี อุณหภู มิ  -196  
องศาเซลเซียส (ในไนโตรเจนเหลว) เพื่อตอบสนองตามความตอ้งการปลาดุกเทศท่ีเพิ่มมากขึ้นใน
แหล่ ง เพ าะ เล้ี ยงของป ระ เทศไน จี เรีย    โดยในการ เก็ บ รักษ าแบบระยะสั้ นนั้ น จะใช ้
ไครโอโพเทคแทนทแ์ตกต่างกนั ไดแ้ก่ 10 เปอร์เซ็นต ์methanol glycerol, DMSO กบั 15 เปอร์เซ็นต ์ 
non-permeating cryoprotectant (skim milk) และ 75 เปอร์เซ็นต์ phosphate-buffered saline (PBS) 
จากการเก็บรักษาตั้งแต่วนัท่ี 1 - 28 พบว่าการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มท่ีใชส้าร glycerol และ DMSO มี
ค่าไม่แตกต่างกนั (P > 0.05) แต่ในชุดการทดลองท่ีใชส้าร methanol พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ี
นอ้ยกว่าอย่างมีนัยส าคญั (P < 0.05)   ซ่ึงในชุดการทดลองท่ีใชส้าร DMSO นั้นมีเปอร์เซ็นตก์ารฟัก
ไข่มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ีในขั้นตอนการละลาย 2 แบบ ได้แก่ ท าการละลายตวัท่ีเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิอยู่ท่ี 0 - 6.25 เปอร์เซ็นต์ และชุดการทดลองท่ีเก็บรักษานาน 2 เดือน  
ท าการละลายท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบว่า มีเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิท่ีดีดว่า (94 เปอร์เซ็นต์)  
การใช้สาร DMSO และส่วนประกอบอ่ืน ๆ ในการเก็บรักษาแบบแช่แข็งนั้นจะให้ผลดีกว่าการใช ้
methanol หรือ glycerol   อย่างไรก็ตามการใช้ glycerol ในการเก็บรักษาแบบแช่แข็งท าให้มี
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มนอ้ยท่ีสุด (P< 0.05)  ดงันั้นการเก็บรักษาแบบแช่แข็งของน ้ าเช้ือ
ปลาดุกเทศนั้นมีผลดีในระดบัอุตสาหกรรมปลาในไนจีเรีย 
 อมรรัตน์ กิระวานิชย์, สุบณัฑิต น่ิมรัตน์ และวีรพงศ์ วุฒิพนัธุ์ชัย (2560) ไดท้ าการศึกษา
วิธีการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวด้วยน ้ าแข็งแห้ง โดยใช้ แผ่นอลูมิเนียม แผ่นสังกะสี และ
กระดาษฟอยด์ มาหุ้มหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ และการเก็บรักษาน ้ าเช้ือในสภาวะต่าง ๆ พบว่า การใช้
กระดาษฟอยด์ ห่อหุ้มหลอดเก็บรักษาน ้ าเช้ือและลดอุณหภูมิแช่แข็งนาน 10 นาที ในน ้ าแข็งแห้ง 
ส่งผลให้การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายมีเปอร์เซ็นตเ์ฉล่ียท่ี 77 ± 1.26 เปอร์เซ็นต ์และการ
เก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งในน ้ าแข็งแห้งนาน 28 วนั มีคุณภาพน ้ าเช้ือไม่แตกต่างจากการเก็บรักษาไว้
ในถงัไนโตรเจนเหลวอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) รวมถึงการละลายน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 
50 และ 60 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาต่างกนัไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 
 Boonthai et al. (2016a) ได้ท าการตรวจสอบแหล่งท่ีมาของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนจาก
เคร่ืองมือท่ีใชใ้นห้องปฏิบติัการและสารต่าง ๆ ท่ีใชใ้นขั้นตอนการเก็บรักษาแบบแช่แข็งของน ้าเช้ือ
ปลาตะเพียนขาว ผลการศึกษาพบว่า Aeromonas punctata subsp. caviae จะถูกพบมากท่ีสุดใน
บริเวณครีบส่วนท้าย ถุงมือยาง และน ้ าเช้ือท่ี มีการปนเป้ือนอุจจาระและปัสสาวะ  ส่วน  
Bacillus safensis และ Bacillus sp. มกัถูกพบในถงัเก็บไนโตรเจนเหลว และ  A. hydrophila subsp. 
hydrophila และ P. fluorescens ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีก่อโรคในปลาเป็นสายพนัธุ์ท่ีถูกคดัแยกออกจาก
ตวัอย่างท่ีเป็นแหล่งท่ีมาจากสัตวท์ุกตวัอย่าง นั่นคือ จากส่วนครีบส่วนทา้ย น ้ าท่ีใช้เพาะเล้ียงและ
น ้าเช้ือท่ีปนเป้ือนดว้ยอุจจาระและปัสสาวะ 
 Boonthai et al. (2016d) ได้ท าการพฒันาวิธีการเก็บน ้ าเช้ือ โดยท าการศึกษาถึงวิธีการเก็บ
น ้ าเช้ือ  4 วิธี ไดแ้ก่ (1) การรีดน ้ าเช้ือดว้ยมือโดยไม่มีการลา้งบริเวณท่ีท าการรีดดว้ยน ้ า (2) การรีด
น ้ าเช้ือด้วยมือหลังจากท่ีท าการลา้งบริเวณท่ีท าการรีดด้วยน ้ า (3) การใช้สายสวนช่วยในการรีด
น ้ าเช้ือโดยไม่มีการล้างบริเวณท่ีท าการรีดด้วยน ้ า และ (4) การใช้สายสวนช่วยในการรีดน ้ าเช้ือ
หลงัจากการลา้งบริเวณท่ีท าการรีดดว้ยน ้ าต่อปริมาณและชนิดของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือ
ของปลาตะเพียนขาว ท่ีแช่แข็งในขณะท่ีท าให้ละลาย  ผลการศึกษาพบว่าวิธีท่ี 4 เป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดใน
การลดการปนเป้ือนด้วยแบคทีเรีย โดยพบว่ามีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมด 
แบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas น้อยกว่าวิธีอ่ืนถึง 2 log รวมทั้งวิธีน้ีสามารถ
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ก าจัด  Flavobacterium aquatile, Bacillus megaterium, Staphylococcus haemolyticus, Ko. varians 
และ Aeromonas media ในน ้าเช้ือของปลาตะเพียนขาวท่ีท าการแช่แขง็ 
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บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจิัย 
 
อุปกรณ์   
 1. บีกเกอร์   
 2. ถงัน ้าแขง็   
 3. หลอดฟาง (French straw) 0.5 มิลลิลิตร (IMV International Corp., Minneapolis, MN, 
USA)   
 4. Macrotube 2.0 มิลลิลิตร (140 mm length, Minitube International, Tiefenbach, 
Germany)   
 5. Macrotube 4.0 มิลลิลิตร (240 mm length, Minitube International, Tiefenbach, 
Germany)   
 6. ขวดเพาะเล้ียง (Tissue culture flask) (50 ml, Greiner, Gloucestershire, UK)   
 7. Micropipette (Pipetman® Gilson, P200L, Middleton, WI, USA)  
 8. ตะเกียงแอลกอฮอล ์  
 9. คีมคีบ   
 10. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง (Mettler-Toledo Gmbh, MS204TS, Greifensee, Switzerland)  
 11. ไมบ้รรทดั   
 12. กล่องโฟม (Styroform box) ขนาด 22x33.5x27 เซนติเมตร   
 13. ชั้นวางสแตนเลส   
 14. ถงัเก็บไนโตรเจนเหลว (Worthington, 35LDB, Taylor Wharton, Theodore, Alabama, 
USA) 
 15. Hot plate (IKA®, C-MAG HS 7 S000, Staufen, Germany) 
 16. K-type thermocouple probe thermometer (HI 91530K, Hanna Instruments Inc., 
Woonsocket, Rhode Islands, USA)   
 17. หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มิลลิลิตร 
 18. โถสแตนด์เลสขนาด 2 ลิตร 
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สารเคมี   
 1. Calaium Free Hank’s Balance Salt (Ca-free HBSS) Solution  
 2. สารไครโอโพเทคแทนท์ (cryoprotectant agent: CPA) Dimethyl sulphoxide (DMSO; 
Merck, KGaA, Billerica, MA, USA) ความเขม้ขน้ 18 เปอร์เซ็นต ์
 3. ไนโตรเจนเหลว   
 4. น ้าเกลือปราศจากเช้ือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์
    5. Gonadotropin-releasing hormone analogue (Suprefact® nasal, Sanofi Aventis 
Deutschland GmbH, Frankfurt, Germany) 
 6. Dopamine antagonist (Motilium-M, Janssen-Cilag Ltd, Bangkok, Thailand) 
 7. น ้ามนักานพลู 
 
อาหารเลีย้งเช้ือ  

1. Plate Count Agar (PCA; Difco, Sparks, MD, USA) 
2. API Kit (API®, BioMérieux, S. A., Marcy l'Etoile, France) 
3. Trypticase Soy Agar (TSA; BD/Difco, Sparks, MD, USA) 
4. Mueller Hinton Agar (MHA; BD/Difco, Sparks, MD, USA) 

 
สารปฏิชีวนะในแผ่นยามาตรฐาน (OXOID, Oxoid Ltd, Basingtoke, UK) 

1. Penicillin G     10   ยนิูท 
2. Piperacillin     100  ไมโครกรัม 
3. Piperacillin-tazobactam    100/10  ไมโครกรัม 
4. Meropenem     10  ไมโครกรัม 
5. Amikacin      30  ไมโครกรัม 
6. Gentamicin     10  ไมโครกรัม 
7. Tobramycin     10  ไมโครกรัม 
8. Azithromycin     15  ไมโครกรัม 
9. erythromycin     15  ไมโครกรัม 
10. Tetracycline     30  ไมโครกรัม 
11. Ciprofloxacin     5  ไมโครกรัม 
12. Norfloxacin     10  ไมโครกรัม 
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13. Ofloxacin      5  ไมโครกรัม 
14. Nitrofurantoin     300  ไมโครกรัม 
15. Clindamycin     2  ไมโครกรัม 
16. Trimethoprim-sulfamethoxazole   1.25/23.75 ไมโครกรัม 
17. Chloramphenicol     30  ไมโครกรัม 
18. Cefepime      30  ไมโครกรัม 
19. Ceftazidime     30  ไมโครกรัม 
20. Aztreonam      30  ไมโครกรัม 

 
วิธีการวิจัย 
 การทดลองในการศึกษาคร้ังนีจ้ะแบ่งออกเป็น 4 การทดลอง ดังนีคื้อ 
 1. การตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในเทคนิคการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีเก็บ
รักษาในระยะสั้น 
 2. การตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีเก็บรักษาใน
ระยะยาว 
 3. การตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีเก็บรักษาใน
อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 90 วนั 
 4.การตรวจสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ี
แยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 
 
การคัดเลือกพ่อพนัธ์ุและการเกบ็ตวัอย่างน ้าเช้ือ 

 ท าการทดลองในฤดูผสมพนัธุ์ของปลาสวาย (เมษายน – ตุลาคม)  โดยคดัเลือกพ่อพนัธุ์ปลา
สวายจากบ่อดินของฟาร์มเอกชนในจงัหวดัพระนครศรีอยธุยา  พ่อพนัธุ์ตอ้งมีลกัษณะแขง็แรงสมบูรณ์   
มีอายุประมาณ 2 - 2.5 ปี น ้ าหนักตวัประมาณ 3 - 4 กิโลกรัม   ท าการฉีดฮอร์โมนสังเคราะห์ GnRHa 
(Suprefact® nasal, Sanofi Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, Germany) ในอัตราส่วน 30 กรัม
ต่อน ้ าหนักตัวปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกับ Domperidone (Motilium-M, Janssen-Cilag Ltd, Bangkok, 
Thailand) ในอตัรา 5 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนักตวัปลา 1 กิโลกรัม ทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลา 6 - 8 ชั่วโมง เพื่อ
กระตุน้การเพิ่มปริมาณของน ้าเช้ือตามวิธีของ Kwantong & Bart (2003)  
 หลังจากนั้ นท าการวางยาสลบปลาด้วยน ้ ามันกานพลู (Clove oil) ท่ีมีความเข้มข้น 30  
มิลลิกรัมต่อลิตร  แลว้น าผา้มาเช็ดตวัปลาให้แห้งก่อนท าการรีดน ้ าเช้ือใส่ในจานแกว้ท่ีแห้งและสะอาด
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โดยการกดเบา ๆ ท่ีทอ้งปลาจากนั้นน าน ้ าเช้ือ (น ้ าเช้ือสด) ท่ีไดม้าเก็บไวบ้นน ้ าแข็ง น ้ าเช้ือท่ีปนเป้ือน
อุจจาระและเลือดของปลาจะไม่น ามาทดสอบ 
 

การทดลองที่ 1 การตรวจสอบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในเทคนิคการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาสวายที่

เกบ็รักษาในระยะส้ัน   

 1 .1 การเก็บรักษาน ้าเช้ือดว้ยวิธีการแช่แข็แขง็ (ดดัแปลงวิธีการจาก Cabrita et al., (2001))    
  เจือจางตวัอย่างน ้ าเช้ือสดดว้ยสารละลาย Ca-free HBSS ในอตัราส่วน 1:3 ผสมให้เขา้กนัใน
ภาชนะท่ีปิดสนิท   หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1   ก่อนจะน าใส่
หลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ในปริมาณ 300 ไมโครลิตร, 2 มิลลิลิตร และ 2 
มิลลิลิตร ตามล าดับ ปิดปลายหลอดบรรจุดว้ยความร้อนให้สนิท ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 10 นาที เพื่อใหส้ารไคโอโพรเทคซึมเขา้เซลลส์เปิร์ม 
 น าหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร วางเหนือไนโตรเจนเหลว 6, 3 และ 3 
เซนติเมตร ในกล่องโฟมขนาด 22 x 33.5 x 27 เซนติเมตร เป็นระยะเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 
เพื่ อท าการแช่แข็งตัวอย่างเช้ือ   จากนั้ นน าตัวอย่างน ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งแล้วไปเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั (ดงัภาพ 8) 
 1.2 วิธีการตรวจสอบปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดท่ี
ปนเป้ือนในน ้าเช้ือปลาสวาย (ดดัแปลงจาก Boonthai et al., 2016d) 
 น าตวัอย่างน ้ าเช้ือ (น ้ าเช้ือสด/น ้ าเช้ือเจือจางด้วยสารละลาย Ca-free HBSS/น ้ าเช้ือเจือจาง
ดว้ยสารละลาย Ca-free HBSS และ DMSO/น ้ าเช้ือในหลอดบรรจุแต่ละขนาดก่อนการแช่แข็ง/น ้ าเช้ือ
ในหลอดบรรจุแต่ละขนาดหลงัการการแช่แข็ง) มาท าการละลายดว้ยน ้ าร้อน โดยหลอดขนาด 0.5, 2.5 
และ 4.0 มิลลิเมตร ละลายในน ้ าร้อนอุณหภูมิ 70, 80 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5, 15 และ 
18 วินาที ตามล าดับ จากนั้นปิเปตตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในน ้ าเกลือปราศจากเช้ือ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร ท าการเจือจางตวัอย่างดว้ยวิธีเจือจาง 10 เท่า ท่ีระดบัความเจือจาง  
10-1 - 10-3 จากนั้นน ามาเกล่ียลงบนผิวหน้าอาหาร Plate Count Agar (PCA) เพื่อนับจ านวนแบคทีเรีย
กลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด ก่อนจะน าไปบ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชัว่โมง 
ท าการตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย (CFU/mL) และท าการตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบ 
API Kit (API®, BioMérieux S. A., Marcy l'Etoile, France) ดงัภาพ 9 
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ภาพ 8 แผนภาพการแช่แขง็น ้ าเช้ือปลาสวายอยา่งง่ายดว้ยไอไนโตรเจนเหลวและการเก็บรักษา 
 

 
 
 

น าตวัอยา่งน ้าเช้ือมาเจือจางน ้ าเช้ือดว้ย Ca-F HBSS ในอตัราส่วน 1:3 จะไดเ้ป็นสารละลายน ้าเช้ือ 

เจือจางสารละลายน ้าเช้ือดว้ย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1  

ปิเปตตวัอยา่งน ้าเช้ือบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร  
ปริมาตร 0.3, 2 และ 2 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งเป็นเวลา 10 นาที 

ลดอุณหภูมิดว้ยไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม โดยหลอดขนาด 0.5, 2.5  
และ 4.0 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิท่ีระดบั 6, 3 และ 3 เซนติเมตร  

เหนือหนา้ผิวไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 

น าน ้าเช้ือแช่แขง็ไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 6 วนั 
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ภาพ 9 แผนภาพการตรวจสอบปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ี

ปนเป้ือนในน ้าเช้ือปลาสวาย 
 
 
 

 

 
 
 

ละลายตวัอยา่งน ้าเช้ือแช่แขง็ดว้ยน ้าร้อน โดยหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิเมตร 
ละลายในน ้าร้อนอุณหภูมิ 70, 80 และ 80 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 5, 15 และ 18 วินาที ตามล าดบั 

เจือจางตวัอยา่งน ้าเช้ือปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในน ้าเกลือปราศจากเช้ือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร ดว้ยวิธีการเจือจาง 10 เท่า ท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 – 10-3 

ปิเปตตวัอยา่งท่ีเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 

Plate Count Agar (PCA) และท าการเกล่ียบนผิวหนา้อาหารจนแห้ง 

น าไปบ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชัว่โมง 

นบัจ านวนแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด และจดัจ าแนกชนิด
ของแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบ API Kit 
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 1.3 การจัดจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ  API Kit (API®, BioMérieux S. A., Marcy 
 l' Etoile,  France) 
 ท าการทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีเบ้ืองต้นของแบคทีเรียท่ีแยกได ้
ไดแ้ก่ การยอ้มสีแกรม การทดสอบเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test) และเอนไซม์คะตาเลส (Catalase 
test) จากนั้นน าแบคทีเรียไปทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีอ่ืนดว้ยชุดทดสอบ API Kit  ตามคู่มือของชุด
ทดสอบและผลการทดสอบแบคทีเรียเบ้ืองตน้   ไดแ้ก่ API 20NE, API 20E, API Staph และ API 50CH   
โดยท าการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Trypticase Soy Agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชัว่โมง จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวมาเตรียมเป็นสารแขวนลอยเซลล ์โดย 

- ชุดทดสอบ  API 20NE และ  API 20E ปรับความขุ่นสารแขวนลอยเซลล์ใน 0.85 
เปอร์เซ็นต ์NaCl ท่ีปราศจากเช้ือท่ีความขุ่น 0.5 McFarland Standard 

- ชุดทดสอบ API Staph ปรับความขุ่นสารแขวนลอยเซลลใ์น API Staph medium ท่ีความ
ขุ่น 0.5 McFarland Standard 

- ชุดทดสอบ API 50CH ปรับความขุ่นสารแขวนลอยเซลล์ใน API 50 CHL Medium ท่ี
ความขุ่น 2.0 McFarland Standard 
 จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือลงในกล่องพลาสติกบ่มเช้ือ (Incubation box) ก่อนดูดสาร
แขวนลอยเซลลล์งในแถบทดสอบของชุด API Kit โดยในหลอดทดสอบของชุด API จะแบ่งออกเป็น 
2 ส่วน คือ ส่วนล่าง (Tube) และส่วนบน (Cupule) และท าการเติมสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอด
ทดสอบตามสัญลกัษณ์ดงัน้ี  

- ส าหรับหลอดทดสอบท่ีมีตวัอกัษรปกติ     ให้เติมสารแขวนลอยเซลล์ลงให้เต็มใน
หลอดส่วนล่างเท่านั้น  

- ส าหรับหลอดทดสอบท่ีมีตัวอักษรสัญลักษณ์ขีดเส้นใต้ใต้ตัวอักษร     ให้ เติม 
Mineral oil ปิดทบัในส่วนบนของหลุมทดสอบ (Cupule)  

- ส าหรับหลอดทดสอบท่ีมีสัญลกัษณ์ขีดเส้นลอ้มรอบตวัอกัษร   ใหเ้ติมสารแขวนลอย
เซลลล์งใหเ้ตม็ทั้งในหลอดส่วนล่างและส่วนบนของหลอดทดสอบ 

 เม่ือเติมสารแขวนลอยเซลล ์น าแถบทดสอบใส่กล่องพลาสติกท่ีเติมน ้ ากลัน่ไว ้ปิดฝา แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง และน ามาอ่านผลตามคู่มือของชุดทดสอบ API 
Kit แต่ละชุด ก่อนท าการบันทึกผลและน าผลท่ีได้ไปตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในเว็ปไซด ์
APILAS Plus Software (https://apiweb.biomerieux.com) (ภาพ 10) 
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ภาพ 10 แผนภาพการตรวจสอบการจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบ API Kit 
 
 

 
 
 

น าแบคทีเรียท่ีไดม้าท าการยอ้มสีแกรม การทดสอบเอนไซม ์
ออกซิเดส และเอนไซมค์ะตาเลส แลว้น าไปทอดสอบกบัชุดทดสอบ API Kit 

น าโคโลนีเด่ียวมาท าการปรับความขุ่นในสารละลายท่ี API Kit แต่ละชุดไดก้ าหนดไว ้
ใหไ้ดค้วามขุ่น 0.5 McFarland Standard ส าหรับ API 20NE, API 20E และ API Staph 

และ 2 McFarland Standard ส าหรับ API 50CH 

เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือลงในกล่องพลาสติกบ่มเช้ือ (Incubation box) และดูดสาร
แขวนลอยเซลลท่ี์ปรับความขุ่นแลว้ลงในแถบทดสอบของชุด API Kit 

น าแถบทดสอบใส่กล่องพลาสติกท่ีเติมน ้ ากลั้นไว ้ปิดฝา  
แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง 

ท าการบนัทึกผลและน าผลท่ีไดไ้ปตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในเวป็ไซด ์ 
APILAS Plus Software (https://apiweb.biomerieux.com) 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียลงบนอาหาร Trypticase Soy Agar (TSA) 
 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง 
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การทดลองที่ 2 ผลของระยะเวลาการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งทีมี่ต่อคุณภาพน ้าเช้ือปลา

สวายหลงัการละลาย 

 การเก็บรักษาน ้าเช้ือดว้ยวิธีการแช่แขง็ (ดดัแปลงจาก Cabrita et al., (2001))    
 เจือจางตวัอย่างน ้ าเช้ือสดดว้ยสารละลาย Ca-free HBSS ในอตัราส่วน 1:3 ผสมให้เขา้กนัใน
ภาชนะท่ีปิดสนิท   หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1   ก่อนจะน าใส่
หลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ในปริมาณ 300 ไมโครลิตร 2 มิลลิลิตร และ 2 
มิลลิลิตร ตามล าดับ ปิดปลายหลอดบรรจุดว้ยความร้อนให้สนิท ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 10 นาที เพื่อใหส้ารไครโอโพรเทคแทนทซึ์มเขา้เซลลส์เปิร์ม 
 น าหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร วางเหนือไนโตรเจนเหลว 6, 3 และ 3 
เซนติเมตร ในกล่องโฟมขนาด 22 x 33.5 x 27 เซนติเมตร เป็นระยะเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 
เพื่ อท าการแช่แข็งตัวอย่างเช้ือ   จากนั้ นน าตัวอย่างน ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งแล้วไปเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 180 วนั (ดังภาพ 11) และท าการตรวจสอบ
ปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวายตามวิธีการ
ท่ีกล่าวมาแลว้ในขอ้ 1.2 และ 1.3 
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ภาพ 11 แผนภาพการตรวจสอบผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ต่อคุณภาพ

น ้าเช้ือปลาสวายหลงัการละลาย 
 
 
 

น าตวัอยา่งน ้าเช้ือมาเจือจางน ้ าเช้ือดว้ย Ca-F HBSS ในอตัราส่วน 1:3 จะไดเ้ป็นสารละลายน ้าเช้ือ 

เจือจางสารละลายน ้าเช้ือดว้ย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1 

ปิเปตดูดตวัอยา่งน ้าเช้ือบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร  
ปริมาตร 0.3, 2 และ 2 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งเป็นเวลา 10 นาที 

ลดอุณหภูมิดว้ยไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม โดยหลอดขนาด 0.5, 2.5  
และ 4.0 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิท่ีระดบั 6, 3 และ 3 เซนติเมตร  

เหนือหนา้ผิวไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 

น าน ้าเช้ือแช่แขง็ไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 0, 1, 
15, 30, 60, 90,120, 150 และ 180 วนั ของการทดลอง 

ตรวจสอบปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 

ท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวาย 
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การทดลองที่   3 ผลของอณุหภูมิที่ใช้ในการเกบ็รักษาหลอดน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งทีมี่ต่อ

คุณภาพน ้าเช้ือปลาสวายหลงัการละลาย  

  การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใช้ในการเก็บรักษาหลอดน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีมีต่อ
คุณภาพน ้ าเช้ือปลาสวายหลงัการละลาย (ดดัแปลงจาก Cabrita et al., (2001))   โดย เจือจางตวัอย่าง
น ้ าเช้ือสดด้วยสารละลาย Ca-free HBSS ในอัตราส่วน 1:3 ผสมให้เข้ากันในภาชนะท่ีปิดสนิท   
หลงัจากนั้นเติมสารละลาย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1   ก่อนจะน าใส่หลอดบรรจุน ้ าเช้ือ
ขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ในปริมาณ 300 ไมโครลิตร 2 มิลลิลิตร และ 2 มิลลิลิตร ตามล าดับ 
ปิดปลายหลอดบรรจุดว้ยความร้อนให้สนิท ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที 
เพื่อใหส้ารไครโอโพรเทคแทนทซึ์มเขา้เซลลส์เปิร์ม 
 น าหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร วางเหนือไนโตรเจนเหลว 6, 3 และ 3 
เซนติเมตร ในกล่องโฟมขนาด 22 x 33.5 x 27 เซนติเมตร เป็นระยะเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 
เพื่อท าการแช่แข็งตวัอย่างน ้ าเช้ือ   จากนั้นน าตวัอย่างน ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งแลว้ไปเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 3 
ระดับ  คื อ  -20,  -80 , และ  -196 องศาเซล เซี ยส  ในตู้แ ช่  -20, -80 องศาเซล เซี ยส  และถัง
ไนโตรเจนเหลว ตามล าดบั ตรวจสอบคุณภาพน ้าเช้ือดว้ยการประเมินการปนเป้ือนของแบคทีเรียใน
น ้ าเช้ือแช่แข็งหลงัจากการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่าผ่านไปเป็นระยะเวลา 1, 7, 15, 30, 45, 60 และ 90 
วนั (ภาพ 12)  โดยท าการละลายน ้าเช้ือในหลอดแช่แข็งตามตารางท่ี 2  เพื่อน าตวัอยา่งไปตรวจสอบ
ปริมาณและชนิดของแบคทีเรียตามขั้นตอนท่ีกล่าวมาแลว้ในขอ้ 1.2 และ 1.3 
 
ตารางท่ี 2 อุณหภูมิของน ้ าและระยะเวลาท่ีใช้ในการละลายน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ  

-20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส ในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร 

  
 
 

อุณหภูมิของน ้าและ 
ระยะเวลา 

อุณหภูมิท่ีใชเ้ก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ (องศาเซลเซียส) 
-20 -80 -196 

0.5 2.5 4.0 0.5 2.5 4.0 0.5 2.5 4.0 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
60 70 70 70 80 80 70 80 80 

ระยะเวลา (วินาที) 2 10 14 4 10 14 5 15 18 
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ภาพ 12 แผนภาพการประเมินผลของอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษาหลอดน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ท่ี

มีต่อคุณภาพน ้าเช้ือปลาสวายหลงัการละลาย 
 
 
 
 
 
 

น าตวัอยา่งน ้าเช้ือมาเจือจางน ้ าเช้ือดว้ย Ca-F HBSS ในอตัราส่วน 1:3 จะไดเ้ป็นสารละลายน ้าเช้ือ 

เจือจางสารละลายน ้าเช้ือดว้ย 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ในอตัราส่วน 1:1 

ปิเปตตวัอยา่งน ้าเช้ือบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร  
ปริมาตร 0.3, 2 และ 2 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งเป็นเวลา 10 นาที 

ลดอุณหภูมิดว้ยไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม โดยหลอดขนาด 0.5, 2.5  
และ 4.0 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิท่ีระดบั 6, 3 และ 3 เซนติเมตร  

เหนือหนา้ผิวไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั 

น าน ้าเช้ือแช่แขง็ไปเก็บรักษาไวใ้นตูแ้ช่ -20, -80 และถงัไนโตรเจนเหลว  
เป็นเวลา 1, 7, 15, 30, 45, 60 และ 90 วนั 

ตรวจสอบปริมาณและชนิดของแบคทีเรีย 
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การทดลองที่ 4 การตรวจสอบความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดที่แยกได้จากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง  (ตามวิธีการของ Bauer, Kirby, Sherris & Turck 
(1966)) 

น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งมาทดสอบความไวต่อสารปฏิชีวนะ
ด้วยวิธี Kirby-Bauer disk diffusion method โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหารเล้ียงเช้ือ Trypticase Soy Agar (TSA; BD/Difco, Sparks, MD, USA) มาบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวมาเตรียมเป็นสารแขวนลอยเซลลใ์น
น ้ าเกลือปราศจากเช้ือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้วน าไปปรับความขุ่นให้เท่ากับ No. 0.5 McFarland 
Standard (มีปริมาณแบคทีเรียประมาณ 108 CFU/mL)  จากนั้นน าไมพ้นัส าลีท่ีปราศจากเช้ือมาเกล่ีย
บนผิวหนา้อาหาร Mueller Hinton Agar (MHA; BD/Difco, Sparks, MD, USA) แลว้วางแผ่นยาตาม
มาตรฐานท่ีใช้ทดสอบลงบนผิวหน้าอาหาร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง ก่อนน ามาตรวจวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางบริเวณการยบัย ั้งรอบแผ่นยามาตรฐาน (Inhibition 
zone) จากนั้นท าการแปรผลตามมาตรฐานของ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
(2017) และ European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (2019)  ดัง
ภาพท่ี 13 
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ภาพ 13 แผนภาพการตรวจสอบความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป

ทั้งหมดท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 
 

 

 

เพาะแบคทีเรียลงบนอาหาร Trypticase Soy Agar (TSA) 
 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง 

น าโคโลนีเด่ียวท่ีแยกไดม้าท าการปรับความขุ่นในน ้าเกลือปราศจากเช้ือ 0.85 
เปอร์เซ็นต ์ใหไ้ดค้วามขุ่น 0.5 McFarland Standard 

น าไมพ้นัส าลีท่ีปราศจากเช้ือมาเกล่ียบนผิวหนา้อาหาร  
Mueller Hinton Agar  

วางแผน่ยาตามมาตรฐานท่ีใชท้ดสอบลงบนผิวหนา้อาหาร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

ตรวจวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณการยบัย ั้งรอบแผน่ยามาตรฐาน (Inhibition zone) 

แปรผลจากเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณการยบัย ั้งรอบแผน่ยามาตรฐาน  
ตามมาตรฐานของ CLSI และ EUCAST 
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การวิเคราะห์ทางสถติ ิ

 ขอ้มูลทั้งหมดแสดงในรูปของค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน และท าการแปลงขอ้มูลจ านวน
แบคทีเรียโดยใช้ 10 - log transformation เพื่ อน าข้อมูลไปวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA)  
Tukey pairwise comparisons ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยั (Interaction) ความแปรปรวนร่วม (ANCOVA) 
และระดับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย (Multiple Linear Regression) ซ่ึงค่าความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติน้อยกว่า 0.05 (P < 0.05) ด้วยโปรแกรม Minitab (V18.0, State College, Pennsylvania, 
USA
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 
 

 จากปัญหาดา้นการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง ท าให้มีแนวคิดใน
การศึกษาการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาดต่าง ๆ และ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างกนั รวมถึงระยะเวลาในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง ผลการศึกษา
แสดงดงัรายละเอียดดงัน้ี 
 
4.1 การปนเป้ือนแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งทีบ่รรจุในหลอดขนาดต่างกนัและเกบ็รักษา

ในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 

 4.1.1 ปริมาณแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 
มิลลลิติร  
 น ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งภายในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ตลอดการ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส พบว่าน ้ าเช้ือสดมีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป-
ทั้งหมดมากท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 3) เท่ากบั 9.27 ± 0.75 × 104 CFU/mL เม่ือ
น าน ้ าเช้ือสดมาเจือจางดว้ย Ca-F HBSS พบว่าปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลง
เหลือ 7.57 ± 0.32 × 104 CFU /mL และลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เหลือ 5.35 ± 1.20 × 104 
CFU/mL เม่ือเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO ลงในน ้าเช้ือสด  
 หลงัจากน าน ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO มาบรรจุลงในหลอด
ขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร พบปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลงจากก่อน
น ามาบรรจุเท่ากับ 3.83  ± 0.26 × 104,  3.93 ± 0.21 × 104 และ 4.35  ± 0.49  × 104 CFU/mL 
ตามล าดบั และเม่ือท าการลดอุณหภูมิ และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
30 นาที พบว่าปริมาณแบคทีเรียใกล้เคียงกบัน ้ าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดขนาดต่าง ๆ ก่อนน าไปแช่แข็ง 
ซ่ึงมีปริมาณเท่ากบั 1.56 ± 0.08 × 104, 1.18 ± 0.15 × 104 และ 1.70 ± 0.17 × 104 CFU/mL ตามล าดบั 
ก่อนจะพบวา่ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลงอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) ในการ
เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 2 วนั เท่ากบั 1.77  ± 0.04 × 104, 1.41 ± 0.05 × 104 และ 1.89 ± 0.02 × 104 
CFU/mL ตามล าดับ และมีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญั (P>0.05) ในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5 และ 4.0 มิลลิลิตร เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษา
ผ่านไป 6 วนั โดยพบปริมาณของแบคทีเรียเท่ากับ 1.56  ± 0.08 × 104 และ 1.70 ± 0.17 × 104 
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CFU/mL ตามล าดบั แต่ปริมาณแบคทีเรียท่ีในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 2.5 มิลลิลิตร มีปริมาณลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) ในวัน ท่ีท าการเก็บ รักษาวัน ท่ี  6 ซ่ึ งมีปริมาณ เท่ ากับ  
1.18 ± 0.15 × 104 CFU/mL (ตารางท่ี 3)   
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 4.1.2 ชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุ
ในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลลิติร 
 จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือ
ปลาสวายแช่แข็งทั้งหมด 7 ไอโซเลท และเม่ือท าการจดัจ าแนกแบคทีเรียดว้ยชุดทดสอบ API Kit 
โดยเร่ิมจากการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีเบ้ืองตน้ ไดแ้ก่ การยอ้มสีแกรม การทดสอบเอนไซม์
ออกซิเดส (Oxidase test) และเอนไซม์คะตาเลส (Catalase test) พบว่าสามารถน าไปทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติมด้วยชุดทดสอบ API 20NE, API 20E, API Staph และ API 50CH   
โดยผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API Kit ของแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ 
ไ ด้ แ ก่ P.  fluorescens แ ล ะ  P. aeruginosa แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง ท่ี  4  S.  Maltophilia แ ล ะ  

Acinetobacter baumannii แสดงในตารางท่ี 5   Kytococcus sedentarius และ Ko. kristinae แสดงใน
ตารางท่ี 6 และ B. cereus แสดงในตารางท่ี 7 ซ่ึงน ้าเช้ือสดพบแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 5 ชนิด  
ได้แก่ P. fluorescens, S. maltophilia, K. sedentarius, Bacillus cereus และ A. baumannii  (ตารางท่ี 8)    โดยพบ  
P. fluorescens มากท่ีสุด (75.74 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคือ S. maltophilia, K. sedentarius, A. baumannii และ  
B. cereus ตามล าดับ (12.13, 6.99, 3.68 และ 1.47 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ)  น ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ
น ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็น DMSO พบแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 6 ชนิด 
ไดแ้ก่ P. fluorescens, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus, A. baumannii และ Ko. kristinae (ตารางท่ี 8)  โดย
พบ P. fluorescens มากท่ีสุด (53.30 และ 55.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ)   เม่ือน าน ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS 
และ 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO บรรจุลงในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร พบว่าหลอดบรรจุขนาด 
0.5 มิลลิ ลิตร พบแบคที เรีย 5 ชนิด ได้แก่  P. fluorescens, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii และหลอดบรรจุขนาด 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร พบแบคทีเรีย 6 ชนิด ซ่ึงพบชนิดของแบคทีเรีย
เพิ่มขึ้นจากหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลิตร คือ P. aeruginosa และ Ko. kristinae ตามล าดบั โดยแบคทีเรียท่ีพบ
มากท่ี สุ ดในหลอดบรรจุทั้ ง 3 ขนาด คื อ P. fluorescens (53.39 – 68.92 เปอร์ เซ็ นต์ ) (ภาพ 14)



56
 

 ตา
รา
งท่ี

 4 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 20
NE

 ขอ
งแ
บค

ทีเ
รีย
กล

ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ 

               
หม

าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 

P. fluorescens 

P. aeruginosa 

P. putida 

P. oryzihabitans 

Gr
am

 st
ain

 
ne

ga
tiv

e 
ne

ga
tiv

e 
ne

ga
tiv

e 
ne

ga
tiv

e 
Ce

ll s
ha

pe
 

rod
-sh

ap
ed

 
rod

-sh
ap

ed
 

rod
-sh

ap
ed

 
rod

-sh
ap

ed
 

Ox
ida

se 
tes

t 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ca

tal
ase

 te
st 

+ 
+ 

+ 
+ 

Re
du

cti
on

 of
 ni

tra
te 

to 
nit

rite
s/ 

Re
du

cti
on

 of
 ni

tra
te 

to 
nit

rog
en

 (N
o 3)

 
- 

+ 
- 

- 
Ind

ole
 pr

od
uc

tio
n (

TR
P) 

 
- 

- 
- 

- 
Gl

uc
os

e f
erm

en
tat

ion
 (G

LU
) 

- 
- 

- 
- 

Ar
gin

ine
 di

hy
dro

las
e (

AD
H)

 
+ 

+ 
+ 

- 
Ur

eas
e (

UR
E)

 
- 

+ 
- 

- 
Es

cu
lin

e h
yd

rol
ys

is 
(E

SC
) 

- 
- 

- 
- 

Ge
lat

in 
hy

dro
lys

is 
(G

EL
) 

- 
+ 

- 
- 

ρ
-ni

tro
ph

en
yl-
β

–D
-ga

lac
top

yra
no

sid
ase

 (P
NP

G)
 

- 
- 

- 
- 

56 



57
 

  ต
าร
าง
ที่ 

4 ล
กัษ

ณะ
ทา

งส
ัณฐ

าน
วิท

ยา
แล

ะชี
วเค

มีท่ี
ทด

สอ
บด

ว้ย
ชุด

ทด
สอ

บ 
AP

I 2
0N

E ข
อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 
               

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 

P. fluorescens 

P. aeruginosa 

P. putida 

P. oryzihabitans 

Gl
uc

os
e  

 as
sim

ila
tio

n (
GL

U)
 

+ 
+ 

+ 
+ 

Ar
ab

ino
se 

ass
im

ila
tio

n (
AR

A)
 

+ 
- 

+ 
+ 

M
an

no
se 

ass
im

ila
tio

n (
M

NE
) 

+ 
- 

+ 
+ 

M
an

nit
ol 

ass
im

ila
tio

n (
M

AN
) 

+ 
+ 

- 
+ 

N-
Ac

ety
l g

luc
os

am
ine

 (N
AG

) 
+ 

+ 
- 

- 
M

alt
os

e a
ssi

mi
lat

ion
 (M

AL
) 

- 
- 

- 
+ 

Gl
uc

on
ate

 as
sim

ila
tio

n (
GN

T)
 

+ 
+ 

+ 
+ 

Ca
pri

c a
cid

 as
sim

ila
tio

n (
CA

P)
 

+ 
+ 

+ 
+ 

Ad
ipi

c a
cid

 as
sim

ila
tio

n (
AD

I) 
+ 

+ 
+ 

- 
M

ala
te 

ass
im

ila
tio

n (
M

LT
) 

+ 
+ 

+ 
+ 

Ci
tra

te 
 as

sim
ila

tio
n (

CI
T)

 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ph

en
yla

ce
tic

 ac
id 

ass
im

ila
tio

n (
PA

C)
 

- 
- 

+ 
- 

57 



58
 

 ตา
รา
งท่ี

 5 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 20
E ข

อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ

โซ
เลท

ท่ีแ
ยก

ได
จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ 

              
หม

าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
S. 

ma
lto

ph
ilia

 
A. 

ba
um

an
nii

 

Gr
am

 st
ain

 
ne

ga
tiv

e 
ne

ga
tiv

e 
Ce

ll s
ha

pe
 

rod
-sh

ap
ed

 
rod

-sh
ap

ed
 

Ox
ida

se 
tes

t 
- 

- 
Ca

tal
ase

 te
st 

+ 
+ 


-ga

lac
tos

ida
se 

(O
PN

G)
 

- 
- 

Ar
gin

ine
 di

hy
dro

las
e (

AD
H)

 
- 

- 
Ly

sin
e d

ec
arb

ox
yla

se 
(L

DC
) 

+ 
- 

Or
nit

hin
e d

ec
arb

ox
yla

se 
(O

DC
) 

- 
- 

Ci
tra

te 
uti

liz
ati

on
 (C

IT
) 

+ 
- 

H 2
S p

rod
uc

tio
n (

H 2
S)

 
- 

- 
Ur

ea
se 

pro
du

cti
on

 (U
RE

) 
- 

- 

58 



59
 

 ตา
รา
งท่ี

 5 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 20
E ข

อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ

โซ
เลท

ท่ีแ
ยก

ได
จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ,
 N

T:
 no

t te
ste

d  
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
S. 

ma
lto

ph
ilia

 
A. 

ba
um

an
nii

 
Tr

yp
lop

ha
n d

ea
mi

na
se 

(T
DA

) 
- 

- 
Ind

ole
 pr

od
uc

tio
n (

IN
D)

 
- 

- 
Vo

ge
s-P

ros
ka

ue
r (

VP
) 

- 
- 

Ge
lat

in 
hy

dro
lys

is 
(G

EL
) 

+ 
- 

Gl
uc

os
e f

erm
en

tat
ion

 (G
LU

) 
- 

+ 
M

an
nit

ol 
fer

me
nta

tio
n (

M
AN

) 
- 

- 
Ino

sit
ol 

fer
me

nta
tio

n (
IN

O)
 

- 
- 

So
rbi

tol
 fe

rm
en

tat
ion

 (S
OR

) 
- 

- 
Rh

am
no

se 
fer

me
nta

tio
n (

RH
A)

 
- 

- 
Su

cro
se 

fer
me

nta
tio

n (
SA

C)
 

- 
- 

M
eli

bio
se 

fer
me

nta
tio

n (
M

EL
) 

- 
+ 

Am
yg

da
lin

 fe
rm

en
tat

ion
 (A

M
Y)

 
- 

+ 
Ar

ab
ino

se 
fer

me
nta

tio
n (

AR
A)

 
- 

+ 
Gr

ow
th 

at 
42

 o C 
NT

 
+ 

59 



60
 

 ตา
รา
งท่ี

 6 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 St
ap

h ข
อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ 

              
หม

าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

ม ี
K. 

sed
en

tar
ius

 
Ko

 . k
ris

tin
ae

 

Gr
am

 st
ain

 
po

sit
ive

 
po

sit
ive

 
Ce

ll s
ha

pe
 

Co
ccu

s 
Co

ccu
s 

Ox
ida

se 
tes

t 
+ 

+ 
Ca

tal
ase

 te
st 

+ 
+ 

Gl
uc

os
e f

erm
en

tat
ion

 (G
LU

) 
- 

+ 
Fr

uc
tos

e f
erm

en
tat

ion
 (F

RU
) 

- 
+ 

M
an

no
se 

fer
me

nta
tio

n (
M

NE
) 

- 
+ 

M
alt

os
e f

erm
en

tat
ion

 (M
AL

) 
- 

+ 
La

cto
se 

fer
me

nta
tio

n (
LA

C)
 

- 
- 

Tr
eh

alo
se 

fer
me

nta
tio

n (
TR

E)
 

- 
+ 

M
an

nit
ol 

fer
me

nta
tio

n (
M

AN
) 

- 
- 

Xy
lito

l fe
rm

en
tat

ion
 (X

LT
) 

- 
- 

M
eli

bio
se 

fer
me

nta
tio

n (
M

EL
) 

- 
- 

60 



61
 

 ตา
รา
งท่ี

 6 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นวิ

ทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 St
ap

h ข
อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได
จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 
            

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
   

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
K. 

sed
en

tar
ius

 
Ko
 . k

ris
tin

ae
 

Re
du

cti
on

 of
 ni

tra
te 

to 
nit

rit
es 
(N

IT
) 

- 
- 

Al
kli

ne
 ph

os
ph

ata
se 
(P

AL
) 

+ 
+ 

Vo
ge

s-P
ros

ka
ue

r (
VP

) 
- 

+ 
Ra

ffi
no

se 
fer

me
nta

tio
n (

RA
F)

 
- 

- 
Xy

los
e f

erm
en

tat
ion

 (X
YL

) 
- 

- 
Su

cro
se 

fer
me

nta
tio

n (
SA

C)
 

- 
+ 

M
eth

yl-
α

D-
glu

co
py

ran
os

ide
 (M

DG
) 

- 
- 

N-
Ac

ety
l g

luc
os

am
ine

 (N
AG

) 
- 

- 
Ar

gin
ine

 di
hy

dro
las

e (
AD

H)
 

- 
- 

Ur
ea

se 
(U

RE
) 

- 
- 

61 



62
 

 ตา
รา
งท่ี

 7 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นวิ

ทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 50
CH

 ขอ
งแ
บค

ทีเ
รีย
กล

ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได
จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ 

              
หม

าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
B. 

cer
eu

s 

Gr
am

 st
ain

 
po

sit
ive

 
Ce

ll s
ha

pe
 

rod
-sh

ap
ed

 
Ox

ida
se 

tes
t 

- 
Ca

tal
ase

 te
st 

+ 
Gl

yc
ero

l a
ssi

mi
lat

ion
 (G

LY
) 

- 
Er

yth
rit

ol 
ass

im
ila

tio
n (

ER
Y)

 
+ 

D-
Ar

ab
ino

se 
ass

im
ila

tio
n (

DA
RA

) 
- 

L-
Ar

ab
ino

se 
ass

im
ila

tio
n (

LA
RA

) 
 

- 
D-

Ri
bo

se 
ass

im
ila

tio
n (

RI
B)

 
- 

D-
Xy

los
e a

ssi
mi

lat
ion

 (D
XY

L)
 

+ 
L-

Xy
los

e a
ssi

mi
lat

ion
 (L

XY
L)

 
- 

D-
Ad

on
ito

l a
ssi

mi
lat

ion
 (A

DO
) 

- 

62 



63
 

 ตา
รา
งท่ี

 7 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 50
CH

 ขอ
งแ
บค

ทีเ
รีย
กล

ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 
               

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
B. 

cer
eus

 

M
eth

yl-
D-

xy
lop

yra
no

sid
e a

ssi
mi

lat
ion

 (M
DX

) 
- 

D-
Ga

lac
tos

e a
ssi

mi
lat

ion
 (G

AL
) 

- 
D-

Gl
uc

os
e a

ssi
mi

lat
ion

 (G
LU

) 
+ 

D-
Fr

uc
tos

e a
ssi

mi
lat

ion
 (F

RU
) 

+ 
D-

M
an

no
se 

ass
im

ila
tio

n (
M

NE
) 

- 
L-

So
rbo

se 
ass

im
ila

tio
n (

SB
E)

 
- 

L-
Rh

am
no

se 
ass

im
ila

tio
n (

RH
A)

 
- 

Du
lci

tol
 as

sim
ila

tio
n (

DU
L)

 
- 

Ino
sit

al 
ass

im
ila

tio
n (

IN
O)

 
- 

D-
M

an
nit

ol 
ass

im
ila

tio
n (

M
AN

) 
- 

D-
So

rbi
tol

 as
sim

ila
tio

n (
SO

R)
 

- 
α

-m
eth

yl-
D-

ma
nn

op
yra

no
sid

e a
ssi

mi
lat

ion
 (M

DM
) 

- 
M

eth
yl-

D-
glu

co
py

ran
os

ide
 as

sim
ila

tio
n (

M
DG

) 
- 

N-
Ac

ety
l g

luc
os

am
ine

 as
sim

ila
tio

n (
NA

G)
 

+ 

63 



64
 

 ตา
รา
งท่ี

 7 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 50
CH

 ขอ
งแ
บค

ทีเ
รีย
กล

ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 
              

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
B. 

cer
eus

 

Am
yg

da
lin

 as
sim

ila
tio

n (
AM

Y)
 

- 
Ar

bu
tin

 as
sim

ila
tio

n (
AR

B)
 

+ 
Es

cu
lin

 as
sim

ila
tio

n (
ES

C)
 

+ 
Sa

lic
in 

ass
im

ila
tio

n (
SA

L)
 

+ 
D-

Ce
llo

bio
se 

ass
im

ila
tio

n (
CE

L)
 

+ 
D-

M
alt

os
e a

ssi
mi

lat
ion

 (M
AL

) 
+ 

D-
La

cto
se 

ass
im

ila
tio

n (
LA

C)
 

- 
D-

M
eli

bio
se 

ass
im

ila
tio

n (
M

EL
) 

- 
D-

Su
cro

se 
ass

im
ila

tio
n (

SA
C)

 
- 

D-
Tr

eh
alo

se 
ass

im
ila

tio
n (

TR
E)

 
+ 

Inu
lin

 as
sim

ila
tio

n (
IN

U)
 

 
- 

D-
M

ele
zit

os
e a

ssi
mi

lat
ion

 (M
LZ

) 
- 

D-
Ra

ffi
no

se 
ass

im
ila

tio
n (

RA
F)

 
- 

64 



65
 

 ตา
รา
งท่ี

 7 
ลกั

ษณ
ะท

าง
สัณ

ฐา
นว

ิทย
าแ
ละ

ชีว
เคมี

ท่ีท
ดส

อบ
ดว้

ยชุ
ดท

ดส
อบ

 A
PI

 50
CH

 ขอ
งแ
บค

ทีเ
รีย
กล

ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปบ
าง
ไอ
โซ

เลท
ท่ีแ

ยก
ได

จ้า
กน

 ้าเช้ื
อป

ลา
สว

าย
แช่

แข
ง็ (
ต่อ

) 
              

หม
าย
เห
ตุ +

 ผล
เป็
นบ

วก
, - 
ผล

เป็
นล

บ 
 

กา
รท

ดส
อบ

ทา
งชี
วเค

มี 
B. 

cer
eus

 
Am

ido
n a

ssi
mi

lat
ion

 (A
M

D)
 

+ 
Gl

yc
og

en
 as

sim
ila

tio
n (

GL
YG

) 
+ 

Xy
lito

l a
ssi

mi
lat

ion
 (X

LT
) 

- 
β

-G
en

tio
bio

se 
ass

im
ila

tio
n (

GE
N)

 
- 

D-
Tu

ran
os

e a
ssi

mi
lat

ion
 (T

UR
) 

- 
D-

Ly
xo

se 
ass

im
ila

tio
n (

LY
X)

 
- 

D-
Ta

ga
tos

e a
ssi

mi
lat

ion
 (T

AG
) 

- 
D-

Fu
co

se 
ass

im
ila

tio
n (

DF
UC

) 
- 

L-
Fu

co
se 

ass
im

ila
tio

n (
LF

UC
) 

- 
D-

Ar
ab

ito
l a

ssi
mi

lat
ion

 (D
AR

L)
 

- 
L-

Ar
ab

ito
l a

ssi
mi

lat
ion

 (L
AR

L)
 

- 
Gl

uc
on

ate
 as

sim
ila

tio
n (

GN
T)

 
+ 

2-k
eto

-gl
uc

on
ate

 as
sim

ila
tio

n (
2K

G)
 

- 
5-k

eto
-gl

uc
on

ate
 as

sim
ila

tio
n (
5K

G)
 

- 

65 



66
 

 ตา
รา
งท่ี

 8 
ชนิ

ดข
อง
แบ

คที
เรีย

กล
ุ่มเ
ฮท

เท
อโ
รโ
ทร

ปท
ั ้งห

มด
ใน

น ้า
เช้ือ

ปล
าส
วา
ย ท่ี

แช่
แข

ง็ด
ว้ย
กล

่อง
โฟ

มแ
ละ

บร
รจุ
ใน

หล
อด

บร
รจุ
น ้า

เช้ือ
ขน

าด
 0.
5, 
2.5

 แล
ะ 4

.0 
มิล

ลิลิ
ตร
 เก
็บรั

กษ
าใ
นไ

นโ
ตร

เจน
เห
ลว

 (-
19
6 อ

งศ
าเซ

ลเซี
ยส

) ต
ลอ

ดร
ะย
ะเว

ลา
 6 
วนั

 

หม
าย
เห
ตุ +

 ตร
วจ
พบ

แบ
คที

เรีย
, - 
ตร
วจ
ไม

่พบ
แบ

คที
เรีย

ชนิ
ดข

อง
แบ

คที
เรีย

 

น ้าเชื้อสด 

น าเชื้อสดผสม Ca-F HBSS 

น าเชื้อสดผสม Ca-Free HBSS และ 18% DMSO 

ก่ อ
นแ

ช่แ
ขง็

 
หล

งัแ
ช่แ

ขง็
 30

 น
าที

 
วนั

ท่ี 
2 

วนั
ท่ี 

4 
วนั

ท่ี 
6 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 2.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 2.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 2.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 2.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 2.5 มิลลิลติร 

น ้าเชื้อในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลติร 

Ps
eu

do
mo

na
s f

luo
res

ce
ns

 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ste

no
tro

ph
om

on
as

 m
alt

op
hil

ia 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ky

toc
oc

cu
s s

ed
en

tar
ius

 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ba

cil
lus

 ce
reu

s 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ac

ine
tob

ac
ter

 ba
um

an
nii

 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
Ko

cu
ria

 kr
ist

ina
e  

- 
+ 

+ 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

Ps
eu

do
mo

na
s a

eru
gin

os
a 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
- 

+ 
- 

- 
+ 66 



67 
 

 
 
ภาพ 14 สัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแต่ละชนิดท่ีพบในขั้นตอนการแช่แข็ง

น ้ าเช้ือปลาสวาย ท่ีแช่แข็งด้วยกล่องโฟมและบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 
และ 4.0 มิลลิลิตร และเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ตลอดระยะเวลา 
6 วนั 

 

4.2 การปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ที่เกบ็รักษาในระยะยาวในถังไนโตรเจน

ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 

 4.2.1 ปริมาณของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดในหลอดบรรจุน ้าเช้ือแช่แข็ง
ขนาด 0.5, 2. 5 และ 4 . 0 มิลลลิติร ที่เกบ็รักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 180 วัน  
 ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบในน ้ าเช้ือสดมากท่ีสุดอย่างมีปริมาณ
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบในน ้ าเช้ือสดมากท่ีสุดอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) เท่ากบั 
2.20 ± 0.13 × 104 CFU/mL และหลงัจากน าน ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต ์DMSO 
มาบรรจุลงในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร พบว่ามีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโร -
โทรปทั้งหมดลดลงอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) เท่ากับ 1.35 ± 0.28 × 104, 1.47 ± 0.18 × 104 และ  
1.37 ± 0.06 × 104 CFU/mL ตามล าดับ (ตารางท่ี 9) แบคทีเรียในหลอดบรรจุแต่ละขนาดพบว่ามี
ปริมาณใกลเ้คียงกันทั้ง 3 ขนาด แต่เม่ือท าการลดอุณหภูมิภายในหลอดบรรจุน ้ าเช้ืออย่างง่ายดว้ย
กล่องโฟมและท าการเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 30 นาที พบว่ามีปริมาณ
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แบคทีเรียไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) ระหว่างหลอดบรรจุน ้ าเช้ือทั้ ง 3 ขนาด ซ่ึง
ปริมาณแบคทีเรียท่ีตรวจพบเท่ากับ 1.67 ± 0.06 × 104, 1.34 ± 0.20 × 104 และ 1.32 ± 0.16 × 104 
CFU/mL ตามล าดบั (ตารางท่ี 9)  
 หลงัจากท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่งแข็งเป็นระยะเวลา 90 วนั พบว่าปริมาณแบคทีเรีย
กลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในขนาดหลอดน ้ าเช้ือแช่แข็งทั้ง 3 ขนาด พบปริมาณแบคทีเรียใน
หลอดขนาด 4.0 มิลลิลิตร มีปริมาณมากท่ีสุด (1.82  ± 0.01 × 104 CFU/mL) ซ่ึงแตกต่างอย่างมี
นัยส าคญั (P<0.05) กบัหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5 และ 2.5 ท่ีมีปริมาณเท่ากบั 1.51 ± 0.04 × 104 
และ 1.23 ± 0.08 × 104 CFU/mL ตามล าดับ (ตารางท่ี 9) เช่นเดียวกับการเก็บรักษาหลอดบรรจุ
น ้าเช้ือเป็นระยะเวลา 180 วนั ท่ีพบวา่หลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 4.0 มิลลิลิตร มีปริมาณแบคทีเรียมาก
ท่ีสุด (1.72 ± 0.01 × 104 CFU/mL) และแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) กบัหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ
ขนาด 0.5 และ 2.5 ซ่ึงมีปริมาณเท่ากับ 1.49  ± 0.07 × 104 และ 7.25  ± 0.56  × 103 CFU/mL 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 9) ผลการศึกษาในการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าตลอดระยะเวลาท่ีท าการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง 180 วนั พบแนวโนม้ของปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีบรรจุ
ในหลอดขนาด 4.0 มิลลิลิตร มากท่ีสุด (ตารางท่ี 9) 
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 4.2.2 ชนิดของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดท่ีตรวจพบในหลอดบรรจุน ้าเช้ือ
ขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 180 
วัน  
 จากการศึกษาคร้ังน้ีสามารถคดัแยกแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนใน

น ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งดว้ยการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีเบ้ืองตน้ ร่วมกบัการทดสอบคุณสมบติั

ทางชีวเคมีดว้ยชุดทดสอบ API kit พบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีพบในน ้ าเช้ือสดมี 

6  ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus, A. baumannii แ ล ะ  

P. oryzihabitans (ตารางท่ี 10) โดยพบ K. sedentarius มากท่ีสุด (47.69 เปอร์เซ็นต์) (ภาพ 15) เม่ือ

น าน ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต์ DMSO บรรจุลงในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 

และ 4.0 มิลลิลิตร ก่อนน าไปแช่แข็ง พบแบคทีเรีย 3 ชนิด ได้แก่ K. sedentarius, B. cereus และ  

A. baumannii   และหลงัจากท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลา 30 นาที พบวา่หลอดบรรจุขนาด 

0.5 มิลลิลิตร ตรวจพบชนิดของแบคทีเรียเพิ่มเติมคือ P. putida เม่ือเทียบกับหลอดบรรจุขนาด

เดียวกนัก่อนน าไปแช่แขง็ ในขณะท่ีหลอดบรรจุขนาด 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร พบชนิดของแบคทีเรีย

เช่นเดียวกันกับหลอดบรรจุขนาดเดียวกันก่อนน าไปแช่แข็ง (ตารางท่ี  10) และยังพบว่า  

K. sedentarius เป็นแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ทั้งก่อน

และหลงัจากท าการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 30 นาที (82.90 – 93.80 เปอร์เซ็นต)์ (ภาพ 15)   ตลอด

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษา 180 วนั พบแนวโนม้ความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียในน ้ าเช้ือท่ี

แช่แข็งในหลอดบรรจุทั้ ง 3 ขนาดเหมือนกัน โดย K. sedentarius เป็นแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด 

(19.86 – 93.80 เปอร์เซ็นต)์ รองลงมาคือ B. cereus (5.81 – 70.38 เปอร์เซ็นต)์ (ภาพ 15) ซ่ึงในวนัท่ี 

180 พบชนิดของแบคที เรียในหลอดบรรจุทั้ ง 3 ขนาด ได้แก่  S. maltophilia, K. sedentarius,  

B. cereus, A. baumannii และ P. oryzihabitans โดย P. oryzihabitans พบในหลอดบรรจุขนาด 4.0 

มิลลิลิตร เท่านั้ น และ P. putida ท่ีตรวจไม่พบตั้งแต่การเก็บรักษาในวนัท่ี 60 ของการทดสอบ 

(ตารางท่ี 10)    
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ภาพ 15 สัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแต่ละชนิดท่ีพบในน ้าเช้ือปลาสวายท่ีแช่

แข็งดว้ยกล่องโฟมและบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ตลอดระยะเวลา 180 วนั 

 
  



74 
 
4.3 ปริมาณแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งในหลอดบรรจุแต่ละขนาดที่ท าการเกบ็รักษาใน

อุณหภูมิที่แตกต่างกนั 

 จากการศึกษาในตอนท่ี 1 และ 2 ท าให้ทราบว่าปริมาณแบคทีเรียของน ้ าเช้ือปลาสวายท่ี
เก็บในถงัไนโตรเจนเหลวไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) เม่ือเก็บรักษาเป็นระยะเวลานาน
ขึ้นตลอด 180 วนั   ดงันั้นเพื่อเป็นแนวทางในการพฒันาต่อเน่ืองในการปรับปรุงวิธีการเก็บรักษา
น ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีสามารถลดหรือป้องกนัการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่
แข็ง พร้อมทั้งช่วยลดตน้ทุนในการใชอุ้ปกรณ์ส าหรับใชเ้ก็บรักษาน ้ าเช้ือแต่ยงัคงรักษาคุณภาพของ
สเปิร์มใหส้ามารถน าไปใชใ้นการผสมพนัธุ์เทียมไดเ้ทียบเท่ากบัการเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว  
การศึกษาในตอนท่ี 3 น้ีจึงศึกษาถึงการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196  
องศาเซลเซียส ในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร  โดยมีผลการทดลองดงัน้ี 
 4.3.1 ปริมาณแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4. 0 
มิลลลิติร และเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส 

 ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้าเช้ือสดมีค่าเท่ากบั 5.17 ± 0.25 × 103 
CFU/mL ซ่ึงนอ้ยกว่าอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) กบัน ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต ์
DMSO ท่ีบรรจุลงในหลอดบรรจุขนาด 0.5 , 2.5 และ 4.0 มิล ลิ ลิตร ซ่ึ งมีป ริมาณ เท่ ากับ  
1.09 ± 0.22 × 104, 1.23 ± 0.22 × 104 และ 8.43 ± 1.48 × 103 CFU/mL ตามล าดบั (ตารางท่ี 11 - 13)    
 เม่ือน าน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร หลงัจากท าการลดอุณหภูมิ
อย่างง่ายด้วยกล่องโฟม และท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส  
เป็นระยะเวลา 30 นาที พบว่าปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ
ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส แตกต่างกนัอยา่งมี
นัยส าคัญ (P<0.05) โดยพบปริมาณแบคทีเรียมากท่ีสุดจากการเก็บรักษาไว้ในอุณหภูมิ -20  
องศาเซลเซียส และรองลงมาคือ -196 และ -80 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ซ่ึงมีปริมาณเท่ากับ  
8.55 ± 0.45 × 103, 6.33 ± 0.40 × 103 และ 4.67 ± 0.83 × 103 CFU/mL ตามล าดบั  เม่ือระยะเวลาการ
เก็บ รักษาผ่านไป 14 วัน  พบปริมาณแบคที เรียมาก ท่ี สุด เม่ือเก็บ รักษาไว้ท่ี อุณหภู มิ  -80  
องศาเซลเซียส ซ่ึงปริมาณเท่ากบั 1.04 ± 0.09 × 104 CFU/mL และรองลงมาคือท่ีอุณหภูมิเก็บรักษา 
-196 และ -20 องศาเซลเซียส ตามล าดับ  ซ่ึ งปริมาณ ท่ีพบเท่ ากับ  8.20  ± 0.61  × 10 3 และ  
7.10 ± 1.45 × 103 CFU/mL ตามล าดับ แต่เม่ือท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลา 90 วนั พบว่า
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปมากท่ีสุด (8.20  ± 0.90 × 103 
CFU/mL) ซ่ึ งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) เม่ือเก็บรักษาไว้ท่ี อุณหภูมิ  -196 และ -20  
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องศาเซลเซียส ซ่ึงปริมาณท่ีพบเท่ากับ 5.57 ± 0.59 × 103 และ 4.83 ± 0.75 × 103  CFU/mL 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 11) 
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 ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีตรวจพบในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 2.5 
มิลลิลิตร ท่ีท าการเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส พบว่า หลงัจากท าการเก็บ
รักษาเป็นระยะเวลา 30 นาที ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโทรโทรปทั้งหมดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ
ขนาด 2.5 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส มีปริมาณแบคทีเรียมากกว่าอย่างมี
นัยส าคญั (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ -20 และ -80 องศาเซลเซียส โดยมี
ปริมาณเท่ากบั 6.87 ± 1.01 × 103, 2.96 ± 0.02 × 103 และ 2.90 ± 0.28 × 103 CFU/mL ตามล าดบั และเม่ือ
ระยะเวลาการเก็บรักษาผ่านไป 14 วนั พบปริมาณแบคทีเรียมากท่ีสุดเม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส ซ่ึงปริมาณท่ีพบเท่ากบั 8.73 ± 0.42 × 103 CFU/mL และรองลงมาคืออุณหภูมิเก็บรักษา  
-80 และ -20  องศาเซลเซียส ตามล าดบั ซ่ึงปริมาณท่ีพบเท่ากบั 8.10 ± 0.26 × 103 และ 7.23 ± 0.55 × 103 
CFU/mL ตามล าดับ แต่เม่ือท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลา 90 วนั พบว่าอุณหภูมิ -196 และ -80 
องศาเซลเซี ยส มีปริมาณแบคที เรียกลุ่ มเฮทเทอโรโทรปมากท่ี สุด (1.39  ± 0.19 × 104 และ  
1.24 ± 0.05 × 104  CFU/mL ตามล าดับ) และรองลงมาคืออุณหภูมิเก็บรักษา -20 องศาเซลเซียส ซ่ึง
ปริมาณท่ีพบเท่ากบั และ 7.00 ± 0.14 × 103 CFU/mL (ตารางท่ี 12) 
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น ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งภายในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20,  
-80 และ -196 องศาเซลเซียส หลงัท าการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 30 นาที พบวา่มีปริมาณแบคทีเรีย
กลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) โดยมีปริมาณแบคทีเรียเท่ากบั 
8.13 ± 0.60 × 103, 6.50 ± 1.14 × 103 และ 7.30 ± 0.28 × 103 CFU/mL ตามล าดับ ซ่ึงพบปริมาณ
แบคทีเรียมากท่ีสุดในอุณหภูมิท่ี เก็บรักษา -20 องศาเซลเซียส รองลงมาคือ -196 และ -80  
องศาเซลเซียส ตามล าดับ  เม่ือเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลา 14 วนั พบปริมาณแบคทีเรียไม่
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (P<0.05) เม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิทั้ง 3 ซ่ึงปริมาณแบคทีเรียท่ีพบใน
น ้ าเช้ื อแช่แข็ ง ท่ี อุณหภู มิ  -20 , -80 และ -196 องศาเซล เซี ยส  เท่ ากับ  6.93 ± 0.50 × 10 3,  
8.20 ± 0.40 × 103 และ 7.00 ± 0.70×103 CFU/mL ตามล าดบั แต่เม่ือท าการเก็บรักษา 90 วนั พบว่า 
ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส มีปริมาณแบคทีเรียมากท่ีสุด (1.15 ± 0.06 × 104 CFU/mL) รองลงมาคืออุณหภูมิเก็บ
รักษา -196 และ -20 ตามล าดับ ซ่ึงมีปริมาณเท่ากับ 9.75 ± 0.15 × 103 และ 7.30 ± 0.71 × 103 
CFU/mL ตามล าดบั (ตารางท่ี 13) 
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 จากการวิเคราะห์อิทธิพลของปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่
แข็ง อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง และขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือแช่แข็ง พบว่า 
ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง (F=12.92 และ P=0.00)  และอุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษา
น ้ าเช้ือแช่แข็ง (F=5.72 และ P=0.004)   คือปัจจัยหลัก (Main effect) ท่ี มีอิทธิพลต่อปริมาณ
แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือแช่แข็งอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 14) และเม่ือท า
การวิเคราะห์อิทธิพลร่วม (Interaction effect) ระหวา่งปัจจยัทั้ง 3 ปัจจยั ต่อปริมาณการปนเป้ือนของ
แบคทีเรีย พบวา่ ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้ าเช้ือแช่แข็ง มีปฏิสัมพนัธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
(F=6.74 และ P=0.000) (ตารางท่ี 14)   แต่เม่ือน ามาวิเคราะห์ความแปรปรวนร่วมของขนาดลอดท่ี
ใช้บรรจุน ้ าเช้ือ พบว่า ขนาดของหลอดมีอิทธิพลต่อปริมาณของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือแช่
แขง็อย่างไม่คงท่ีในทุก ๆ ระดบัของอุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีเก็บรักษาน ้ าเช้ือ กล่าวไดว้า่ขนาดของ
หลอดบรรจุน ้ าเช้ือไม่เป็นอิทธิพลร่วมต่อปริมาณแบคทีเรียอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  และ
จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัทั้ง 3 พบว่า ระหว่างระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษา และ
อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษา มีค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (Adjusted R square) เท่ากับ 77.79 
เปอร์เซ็นต ์และเม่ือน าขนาดของหลอดมาท าการวิเคราะห์ร่วมกบัปัจจยัทั้ง 2 พบวา่ สัมประสิทธ์ิการ
ตดัสินใจลดลง (Adjusted R square = 57.33 เปอร์เซ็นต)์ (ตารางท่ี 15) 
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ตารางท่ี 14 ปัจจยัหลกัท่ีมีอิทธิพล ปฏิสัมพนัธ์ของปัจจยั และความแปรปรวนร่วมของปัจจยัต่อ

ปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ี บรรจุในหลอดบรรจุขนาด 
0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส 
ภายในระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วนัของการทดลอง 

ปัจจัยท่ีท าการศึกษา 
ความแปรผันระหว่าง

ค่าเฉลีย่ (F) 
ค่านัยส าคัญทางสถิติ 

(P<0.05) 
ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 12.92 0.000 
อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 5.72 0.004 
ขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 0.25 0.778 

ปฏิสัมพนัธ์ของปัจจัย  
ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และอุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 

18.92 0.000 

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

13.86 0.000 

อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็และ
ขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

27.79 0.000 

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

6.74 0.000 

ความแปรปรวนร่วมของปัจจัย  
ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

12.39 0.000 

อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็และ
ขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

5.93 0.003 

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

2.60 0.002 
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ตารางท่ี 15 ความสัมพนัธ์ของปัจจยัต่อปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ี 

บรรจุในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20,  
-80 และ -196 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วนัของการทดลอง 

 
 4.3.2 ช นิ ด ข อ งแบ ค ที เรี ย ก ลุ่ ม เฮ ท เท อ โร โท รป ท้ั งห ม ด ใน น ้ า เ ช้ื อ ป ล าส ว าย  
ท่ีแช่แข็งด้วยกล่องโฟมและบรรจุในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 90 วัน 
 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าน ้ าเช้ือสดพบแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบจ านวน 3 
ชนิด ไดแ้ก่ S. maltophilia, K. sedentarius และ A. baumannii (ตารางท่ี 15) โดย K. sedentarius เป็น
แบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด (60.98 เปอร์เซ็นต์) (ภาพ 16) น ้ าเช้ือสดท่ีเติม Ca-F HBSS และ 18 
เปอร์เซ็นต ์DMSO บรรจุลงในหลอดบรรจุขนาด 0.5 มิลลิลิตร ทั้งก่อนน าไปแช่แขง็และหลงัท าการ
แช่แข็งและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที พบ
แบคทีเรีย 4 ชนิด ไดแ้ก่ S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ A. baumannii เม่ือท าการเก็บ
รักษาเป็นระยะเวลา 1 วนั ในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 และ 
-80 องศาเซลเซียส พบแบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii แต่ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส พบแบคทีเรียเพียง 3 ชนิด ซ่ึงไม่พบ B. cereus ใน
อุณหภูมิการเก็บรักษาน้ี (ตารางท่ี 16)   ซ่ึงความหลากหลายของแบคทีเรียและสัดส่วนของแบคทีเรีย
แต่ละชนิดในน ้ าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาในอุณหภูมิทั้ง 3 อุณหภูมิ มี
แนวโน้มท่ีเหมือนกันโดยแบคทีเรียส่วนมากท่ีพบคือ K. sedentarius (41.44 – 96.75 เปอร์เซ็นต์) 
(ภาพ 16) หลงัจากท าการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 90 วนั แมว้่าชนิดของแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ -20 

ความสัมพนัธ์ของปัจจัย 

ค่าสัมประสิทธิ์ 
การตัดสินใจ 

(Adjusted R square) 
(%) 

ค่านัยส าคัญทาง

สถิติ (P<0.05) 

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ และ
อุณหภูมิท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 

77.79 0.000 

ระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ อุณหภูมิ
ท่ีท าการเก็บรักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
และขนาดของหลอดท่ีบรรจุน ้าเช้ือแช่แขง็ 

57.33 0.725 
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และ -80 องศาเซลเซียส ลดลงจากวนัท่ี 60 เหลือเพียง 3 ชนิด โดยไม่พบแบคทีเรีย S. maltophilia ท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และไม่พบแบคทีเรีย A. baumannii ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
(ตารางท่ี 16) แต่ยงัคงพบสัดส่วนของ K. sedentarius สูงกวา่แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ   
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ภาพ 16 สัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแต่ละชนิดท่ีพบในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่

แข็งในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 
องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 90 วนั 
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 ส าหรับหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 2.5 มิลลิลิตร ทั้งก่อนและหลงัท าการแช่แข็งและเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที พบแบคทีเรียทั้งหมด 4 ชนิด 
ได้แก่ S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ A. baumannii (ตารางท่ี 17) และสัดส่วนของ
แบคที เรียท่ีพบส่วนมากคือ K. sedentarius ซ่ึ งมีปริมาณ 57.74 – 61.29 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้น
หลอดบรรจุน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ท่ีพบ S. maltophilia 
มากกว่า K. sedentarius โดยพบสัดส่วนของ S. maltophilia เท่ากบั 52.63 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีพบ  
K. sedentarius เท่ากับ 45.26 เปอร์เซ็นต์ (ภาพ 17) แต่เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1 วนั ท่ี
อุณหภูมิ -20 และ-196 องศาเซลเซียส พบชนิดของแบคทีเรียลดลงเหลือเพียง 3 และ 2 ชนิด 
ตามล าดบั โดยท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจไม่พบแบคทีเรีย S. maltophilia และท่ีอุณหภูมิ  
-196 องศาเซลเซียส ตรวจไม่พบแบคทีเรีย B. cereus และ A. baumannii (ตารางท่ี 17) แต่ยงัพบว่า
สัดส่วนของแบคทีพบมากท่ีสุดคือ K. sedentarius และระยะเวลาการเก็บรักษาวนัท่ี 90 ตรวจพบ
แบ ค ที เรี ย  5  ช นิ ด  คื อ  Pseudomonas putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus แ ล ะ  
A. baumannii โดยตรวจพบ P. putida ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นแบคทีเรียท่ีพบคร้ังแรก
ในวนัท่ี 7 ท่ีท าการเก็บรักษา (ตารางท่ี 17) และ K. sedentarius ยงัคงเป็นแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด 
กล่าวคือ ตลอดระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษา 90 วนั ความหลากหลายของแบคทีเรียมีแนวโน้มท่ี
เหมือนกนั และสัดส่วนของแบคทีเรียท่ีพบส่วนใหญ่คือ K. sedentarius (57.74 – 97.38 เปอร์เซ็นต)์ 
(ภาพ 17) 
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ภาพ 17 สัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแต่ละชนิดท่ีพบในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่

แข็งในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 2.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 
องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 90 วนั 
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น ้ าเช้ือในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลิตร ทั้งก่อนน าไปแช่แข็งและหลงัท าการแช่แข็ง
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที พบแบคทีเรีย 4 
ชนิด ได้แก่ S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ A. baumannii (ตารางท่ี 18) ซ่ึงสัดส่วน
ของแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดคือ K. sedentarius (58.95 – 77.93 เปอร์เซ็นต์) (ภาพ 18) และเม่ือท า
การเก็บรักษา 1 วนั ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ยงัคงพบแบคทีเรียชนิดเดียวกนักบัระยะเวลาการ
เก็บรักษาก่อนหน้าน้ี แต่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไม่พบ A. baumannii และอุณหภูมิ -196  
องศาเซล เซี ยส  ไม่พบ  B. cereus แต่ เม่ือการเก็บ รักษาเป็นระยะเวลา 7 วัน  อุณหภู มิ  -20  
องศาเซลเซียส พบแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแ้ก่ P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii ในขณะท่ีอุณหภูมิ -80 และ -196 องศาเซลเซียส พบแบคทีเรียเพียง 4 ชนิด โดยไม่พบ 
A. baumannii (ตารางท่ี 18) แต่หลงัจากท าการเก็บรักษาตลอดระยะเวลา 90 วนั พบว่าสัดส่วนของ
และชนิดแบคทีเรียท่ีตรวจพบในหลอดบรรจุขนาด 4.0 มิลลิลิตร มีความใกล้เคียงกัน กล่าวคือ 
แบคทีเรียท่ีพบส่วนใหญ่คือ K. sedentarius ซ่ึงพบไดถึ้ง 58.95 – 95.41 เปอร์เซ็นต ์(ภาพ 18) และใน
วนัท่ี  90 ยงัคงพบแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii (ตารางท่ี 18)   
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ภาพ 18 สัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดแต่ละชนิดท่ีพบในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่

แข็งในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 4.0 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 
องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 90 วนั 

 

4.4 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่แยกได้จากน ้าเช้ือปลา

สวายแช่แขง็ 

 จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม ท่ีแยกได้จาก
น ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งพบว่า Ko. kristinae KO ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 5 ชนิด ได้แก่ Tetracycline, 
Ciprofloxacin, Norfloxacin, Ofloxacin และ Clindamycin (ดังภาพ 19) ส่วน K. sedentarius ทั้ ง 3  
ไอโซ เลท  ด้ื อ ต่อส ารป ฏิ ชี วนะ  4 ช นิ ด  ได้แ ก่  Penicillin, Norfloxacin, Nitrofurantoin และ 
Clindamycin ดงัตารางท่ี 19  
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ตารางท่ี 19 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวาย
แช่แขง็ 

หมายเหตุ  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ   
*Trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP/SMX) 

กลุ่มสารปฏิชีวนะ สารปฏิชีวนะ (g) 

ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 

Ko
. k

ris
tin

ae
 K

O 

K.
 se

de
nta

riu
s K

Sio
1 

K.
 se

de
nta

riu
s K

Sio
2 

K.
 se

de
nta

riu
s K

Sio
3 

Penicillins Penicillin (10 U) S R R R 

Aminoglycosides 
Gentamicin (10) S S S S 
Amikacin (30) S S S S 
Tobramycin (10) S I I I 

Macrolides 
Azithromycin (15) S S S S 
Erythromycin (15) S S S S 

Tetracyclines Tetracycline (30) R I I I 

Quinolones 
Ciprofloxacin (5) R S S S 
Norfloxacin (10) R R R R 
Ofloxacin (5) R S S S 

Nitrofurans Nitrofurantoin (300) S R R R 
Lincomycins Clindamycin (2) R R R R 
Folate pathway inhibitors TMP/SMX* (1.25/23.75) S S S S 
Phenicols Chloramphenicol (30) S I S I 
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ภาพ 19 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ Ko. kristinae ดว้ยวิธี disk diffusion 
 S คือ ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , R ด้ือต่อสารปฏิ ชีวนะ , Penicillin (P), Gentamicin (CN), 

Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Erythromycin (E), Ciprofloxacin (CIP), 

Norfloxacin (NOR), Ofloxacin (OFX), Nitrofurantoin (F), Clindamycin (DA), 

Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (C) แ ล ะ 

Azithromycin (AZM)  

 
จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน สร้างสปอร์ ไดแ้ก่ 

B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งพบว่า B. cereus ทั้ง 3 ไอโซเลท ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 
2 ชนิด ไดแ้ก่ Penicillin และ Tetracycline ดงัตารางท่ี 20 และภาพ 20 
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ตารางท่ี 20 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของ B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 
 

กลุ่มสารปฏิชีวนะ สารปฏิชีวนะ (g) 

ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 

B. 
ce

reu
s B

Ci
o1

 

B. 
ce

reu
s B

Ci
o2

 

B. 
ce

reu
s B

Ci
o3

 

Penicillins Penicillin (10 U) R R R 

Aminoglycosides 
Gentamicin (10) S S S 
Amikacin (30) S S S 
Tobramycin (10) S S S 

Macrolides 
Azithromycin (15) I I I 
Erythromycin (15) I I I 

Tetracyclines Tetracycline (30) R R R 

Quinolones 
Ciprofloxacin (5) S S S 
Norfloxacin (10) S S S 
Ofloxacin (5) S S S 

Nitrofurans Nitrofurantoin (300) S S S 
Lincomycins Clindamycin (2) S S S 
Folate pathway inhibitors TMP/SMX* (1.25/23.75) S S S 
Phenicols Chloramphenicol (30) S S S 
หมายเหตุ  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ   

*Trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP/SMX) 
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’ 
 
ภาพ 20 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ B. cereus (BSi03) ดว้ยวิธี disk diffusion  

S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 
Penicillin (P), Clindamycin (DA), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Erythromycin (E), Amikacin (AK), Norfloxacin (NOR), Gentamicin (CN), 
Nitrofurantoin (F), Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Ofloxacin 
(OFX), Chloramphenicol (C) และ Azithromycin (AZM)   

 
จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน กลุ่มไม่หมกัย่อย

น ้ าตาลกลูโคส  ในสกุล Pseudomonas จ านวน 5 ไอโซเลท พบว่า แบคทีเรียทุกชนิด ได้แก่  
P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida PPio2 และ P. oryzihabitans 
PO ไวต่อสารปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีใช้ทดสอบในการศึกษาในคร้ังน้ี ดังแสดงในตารางท่ี 21 และ
ยกตวัอยา่งภาพผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. fluorescens PF ในภาพ 21 
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ตารางท่ี 21 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน กลุ่มไม่หมักย่อยน ้ าตาล
กลูโคส ในสกุล Pseudomonas ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 

 

กลุ่มสารปฏิชีวนะ สารปฏิชีวนะ (g) 

ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 

P. 
ae

ru
gin

os
a P

A 
tes

t 

P. 
flu

or
esc

en
s P

F 

P. 
pu

tid
a P

Pio
1 

P. 
pu

tid
a P

Pio
2 

P. 
or

yzi
ha

bit
an

s P
O 

Cephalosporins Ceftazidime (30)* S S S S S 
Monobactams Aztreonam (30) S S S S S 
Carbapenems Meropenem (10) S S S S S 

Aminoglycosides 
Gentamicin (10) S S S S S 
Amikacin (30) S S S S S 
Tobramycin (10) S S S S S 

Quinolones Ciprofloxacin (5) S S S S S 
หมายเหตุ  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, *กลุ่มยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 3  
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ภาพ 21 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. fluorescens (PF) ดว้ยวิธี disk diffusion  

S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 
Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP) 
 
 
จากการศึกษาความไวต่อสารป ฏิ ชีวนะของแบคที เรียแกรมลบ รูปท่อน  ได้แ ก่  

S. maltophilia ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งพบวา่ S. maltophilia ทั้ง 3 ไอโซเลท ด้ือต่อสาร
ปฏิชีวนะ 3 ชนิด ได้แก่ Aztreonam, Meropenem และ Gentamicin และยังพบว่า S. maltophilia 
จ านวน 2 ไอโซเลท คือ S. maltophilia SMio1 และ S. maltophilia SMio3 ท่ี ด้ือต่อ Amikacin ดัง
แสดงในตารางท่ี 22 และภาพ 22 
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ตารางท่ี 22 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 

หมายเหตุ  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ  
*ยากลุ่ม เพนิซิลลินในกลุ่มย่อยแอนต้ีซูโดโมนอล เพนิซิลลิน (Antipseudomonal 
penicillins), **กลุ่มยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 3, ***กลุ่มยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 4    

 
 
 
 
 
 
 

กลุ่มสารปฏิชีวนะ สารปฏิชีวนะ (g) 

ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 

S. 
ma

lto
ph

ilia
 SM

io1
 

S. 
ma

lto
ph

ilia
 SM

io2
 

S. 
ma

lto
ph

ilia
 SM

io3
 

Penicillins Piperacillin (100)* I I S 

Cephalosporins 
Ceftazidime (30)** S S S 
Cefepime (30)*** I I S 

Monobactams Aztreonam (30) R R R 
Carbapenems Meropenem (10) R R R 

Aminoglycosides 
Gentamicin (10) R R R 
Amikacin (30) R S R 

Quinolones 
Ciprofloxacin (5) S S S 
Norfloxacin (10) S S S 
Ofloxacin (5) S S S 
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ภาพ 22 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia (SMi03) ดว้ยวิธี disk diffusion 
  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 
Piperacillin (PRL), Ceftazidime (CAZ), Gentamicin (CN), Ciprofloxacin (CIP), Cefepime 
(FEP), Amikacin (AK), Aztreonam (ATM), Ofloxacin (OFX), Meropenem (MEM) แ ล ะ 
Norfloxacin (NOR) 

 
 

จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิ ชีวนะของแบคที เรียแกรมลบ รูปท่อน  ได้แ ก่  
A. baumannii ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งพบว่า A. baumannii ทั้ง 3 ไอโซเลท ไวต่อสาร
ปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีใชท้ดสอบในการศึกษาในคร้ังน้ี ดงัแสดงในตารางท่ี 23 และภาพ 23 
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ตารางท่ี 23 ความไวต่อสารปฏิชีวนะของ A. baumannii ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ 
 

กลุ่มสารปฏิชีวนะ สารปฏิชีวนะ (g) 

ความไวต่อสารปฏิชีวนะ 

A. 
ba

um
an

nii
 A

Bi
o1

 

A. 
ba

um
an

nii
 A

Bi
o2

 

A. 
ba

um
an

nii
 A

Bi
o3

 

Penicillins 
Piperacillin (100)* I I I 
Piperacillin-tazobactam** (30/6) S S S 

Cephalosporins 
Ceftazidime (30)*** S S S 
Cefepime (30)**** S S S 

Carbapenems Meropenem (10) S S S 
Tetracyclines Tetracycline (30)  S S S 

Aminoglycosides 
Gentamicin (10) S S S 
Amikacin (30) S S S 
Tobramycin (10) S S S 

Quinolones Ciprofloxacin (5) S S S 
Folate pathway 
inhibitors 

TMP/SMX***** (1.25/23.75) S S S 

หมายเหตุ  S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ 
*ยากลุ่ม เพนิซิลลินในกลุ่มย่อยแอนต้ีซูโดโมนอล เพนิซิลลิน (Antipseudomonal 
penicillins), **ยากลุ่มเพนิซิลลินในกลุ่มย่อยสารยบัย ั้งเบตา้แลคแทม (Beta-Lactamase 
Inhibitors) ***กลุ่มยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 3, ****กลุ่มยาเซฟาโลสปอรินรุ่นท่ี 4,  
*****Trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP/SMX) 
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ภาพ 23 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ A. baumannii (ABi01) ดว้ยวิธี disk diffusion  
S คือ ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิ ชีวนะ , Piperacillin (PRL), 
Ceftazidime (CAZ), Cefepime (CFP), Piperacillin-tazobactam (TZP), Meropenem 
(MEM), Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Tetracycline (TE) และ Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) 
 

 จากการศึกษารูปแบบความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้าก
น ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็พบว่า แบคทีเรีย  8 ไอโซเลท คิดเป็น 44.5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะ
ทุกชนิดท่ีทดสอบ ได้แก่  P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida 
PPio2, P. oryzihabitans PO, A. baumannii ABio1, A. baumannii ABio2 และ A. baumannii ABio3
นอกจากน้ียงัพบว่าแบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 2, 3, 4 และ 5 ชนิด มีจ านวน 3, 1, 5 และ 1  
ไอโซเลท ตามล าดบั (ตารางท่ี 24)   
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ตารางท่ี 24 รูปแบบความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลา
สวายแช่แขง็ 

รูปแบบการด้ือต่อสารปฏิชีวนะ จ านวนไอโซเลท (ร้อยละ) 
ไม่พบการด้ือสารปฏิชีวนะ 8 (44.5) 
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะชนิดเดียว 0 
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 2 ชนิด  3 (16.7) 
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 3 ชนิด  1 (5.5) 
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 4 ชนิด  5 (27.8) 
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 5 ชนิด 1 (5.5) 
รวม 18 (100) 

 
 เม่ือจ าแนกการด้ือต่อสารปฏิชีวนะหลายขนาน (Multi Drug Resistance; MDR) แบคทีเรีย
ทั้ ง 18 ไ อ โซ เล ท  ท่ี แ ย ก ไ ด้ จ า ก น ้ า เ ช้ื อ ป ล าส ว า ย แ ช่ แ ข็ ง พ บ ว่ า  Ko. kristinae KO,  

S. maltophilia SMio1, S. maltophilia SMio2 และ S. maltophilia SMio3 จดัเป็นแบคทีเรียท่ีด้ือต่อ
สารปฏิ ชีวนะ 3 ขนาน ส่วน K. sedentarius KSio1, K. sedentarius KSio2 และ  K. sedentarius 
KSio3 จดัเป็นแบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 4 ขนาน และ B. cereus ทั้งสามไอโซเลทไม่จดัเป็น
แบคทีเรียด้ือสารปฏิชีวนะหลายจนาน เน่ืองจากด้ือต่อสารปฏิชีวนะเพียง 2 ชนิด ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 25   
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ตารางท่ี 25 รูปแบบการด้ือต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลา
สวายแช่แขง็ 

ไอโซเลท รูปแบบการด้ือ 
ระดบัการด้ือยาหลายขนาน (กลุ่ม

สารปฏิชีวนะ) 

Ko. kristinae KO 
Tetracycline, Clindamycin, Norfloxacin, 
Ofloxacin, Ciprofloxacin 

MDR3 (Tetracyclines 
Quinolones, Lincomycins) 

K. sedentarius KSio1,  
K. sedentarius KSio2,  
K. sedentarius KSio3 

Penicillin, Norfloxacin, Nitrofurantoin, 
Clindamycin 

MDR4 (Penicillins, Quinolones, 
Nitrofurans, Lincomycins) 

B. cereus BCio1,  
B. cereus BCio2,  
B. cereus BCio3 

Penicillin, Tetracycline - 

S. maltophilia SMio1,  
S. maltophilia SMio3 

Aztreonam, Meropenem, Gentamicin, 
Amikacin 

MCR3 (Monobactams, 
Carbapenems, Aminoglycosides) 

S. maltophilia SMio2 Aztreonam, Meropenem, Gentamicin 
MCR3 (Monobactams, 
Carbapenems, Aminoglycosides) 

หมายเหตุ การด้ือสารปฏิชีวนะหลายขนาน  (Multi-drug resistance; MDR) คือ ไอโซเลทท่ีด้ือต่อ
สารปฏิชีวนะ 3 กลุ่ม (MDR3) และ 4 กลุ่ม (MDR4)   

 
 เม่ือศึกษาความไวสารตา้นจุลชีพท่ีไม่อนุญาตให้ใช้ในการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าของประเทศ
ไทย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 299 พ .ศ . 2549  ของแบคทีเรียแกรมบวกรูปท่อน 
และรูปกลม ท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งทั้ ง 7 ไอโซเลท  พบว่า K. sedentarius ทั้ ง 3  
ไอโซเลท ไวต่อ  Nitrofurantoin สารปฏิชีวนะกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ ในขณะท่ี Ko. kristinae KO,  

B. cereus BCio1, B. cereus BCio2 และ B. cereus BCio3 ไวต่อสารปฏิชีวนะชนิดน้ี    ส าหรับ
การศึกษาความไวต่อ  Chloramphenicol พบว่า  Ko. kristinae KO, K. sedentarius KSio2 และ  
B. cereus BCio1 ไวต่อสารปฏิชีวนะชนิดน้ี (ตารางท่ี 26)   โดยการศึกษาในคร้ังน้ีไม่ได้ทดสอบ
ความไวต่อสารปฏิชีวนะไม่อนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าของแบคทีเรียแกรมลบ และไม่ได้
ทดสอบความไวต่อสารปฏิชีวนะท่ีอนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า  
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ตารางท่ี 26 ความไวต่อสารปฏิชีวนะท่ีไม่อนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าของแบคทีเรียแกรม
บวกท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็* 

สารปฏิชีวนะ ไอโซเลทท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะ 
ไอโซเลทท่ีด้ือต่อสาร

ปฏิชีวนะ 

Nitrofurantoin (300)** 

Ko. kristinae KO,  
B. cereus BCio1,  
B. cereus BCio2,  
B. cereus BCio3 

K. sedentarius KSio1,  
K. sedentarius KSio2,  
K. sedentarius KSio3 

Chloramphenicol (30)** 

Ko. kristinae KO,  
K. sedentarius KSio2,  
B. cereus BCio1,  
B. cereus BCio2, 
B. cereus BCio3 

- 

หมายเหตุ  *ไม่มีสารตา้นจุลชีพท่ีอนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าในประเทศไทย ตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัท่ี 303 พ .ศ . 2550 ใชใ้นการทดสอบในคร้ังน้ี   

**สารตา้นจุลชีพท่ีไม่อนุญาตให้ใชใ้นการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้าของประเทศไทย ตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบบัท่ี 299 พ .ศ . 2549 
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บทที ่5 

สรุปและอภิปรายผล 
 
สรุปผลการทดลอง 

1. น ้ าเช้ือสดปลาสวายมีการปนเป้ือนแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงท่ีสุด โดยมี
ปริมาณเท่ากับ 5.17±0.25×103 - 9.27±0.75×104 CFU/mL และจัดจ าแนกได้เป็นแบคทีเรีย 7 ชนิด 
ได้แ ก่  P. fluorescens, P. putida, P. oryzihabitans, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii  

2. จากการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอด 3 ขนาด และแช่แข็งใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 6 วนั พบว่าน ้ าเช้ือปลาสวายในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ก่อน
น ามาลดอุณหภูมิและน ้ าเช้ือหลังแช่แข็งนาน 30 นาที  มีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดใกลเ้คียงกนัอยู่ระหว่าง 3.83±0.26 - 4.35±0.49×104 CFU/mL ซ่ึงสูงกว่าอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) กับน ้ าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดทั้ ง 3 ขนาด และแช่แข็งนาน 24 ชั่วโมง ถึง 6 วนั ท่ีมี
ปริมาณระหว่าง 1.18±0.15 - 1.89±0.02×104  CFU/mL    โดยแบคทีเรียท่ีพบในน ้ าเช้ือท่ีบรรจุใน
หลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ก่อนการแช่แข็งและหลงัการแช่แข็งเหมือนกบัแบคทีเรียท่ี
พบในน ้ าเช้ือสด กล่าวคือ มีการปนเป้ือนของ P. fluorescens, S. maltophilia, K. sedentarius,  
B. cereus และ  A. baumannii  แบค ที เรี ย ท่ี พ บม าก ท่ี สุ ด ในน ้ า เช้ื อ   ได้ แ ก่  P. fluorescens   
(40.85 – 80.26 เปอร์เซ็นต์)  นอกจากน้ีย ังพบแบคทีเรียท่ีไม่พบในน ้ าเช้ือสด 2 ชนิด ได้แก่  
Ko. kristinae ท่ีพบในน ้ าเช้ือหลังการเจือจางด้วย Ca-F HBSS ก่อนขั้นตอนการน ามาลดอุณหภูมิ 
และ P. aeruginosa ท่ีพบในน ้าเช้ือหลงัจากบรรจุในหลอดก่อนน าไปลดอุณหภูมิ   

3. จากการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอด 3 ขนาด และแช่แข็งใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 180 วนั พบว่าระยะเวลาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ 
196 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือท่ี
บรรจุในหลอดทั้ง 3 ขนาด เน่ืองจากปริมาณแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวในน ้ าเช้ือหลงัแช่แข็งนาน 30 
นาทีจนถึง 180 วนั ไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) นอกจากน้ียงัพบว่าแนวโนม้ของ
ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีบรรจุในหลอดขนาด 4.0 มิลลิลิตร 
มีปริมาณมากท่ีสุดตลอดระยะเวลา 180 วนั ท่ีเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว ชนิดของแบคทีเรียท่ี
พบในน ้ าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดทั้ ง 3 ขนาด ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษานาน 180 วนั มีความ
เห มื อ น กั น  ไ ด้ แ ก่  P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus, A. baumannii แ ล ะ  
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P. oryzihabitans โดย K. sedentarius เป็นแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด (19.86  – 93.90 เปอร์เซ็นต์) และ
รองลงมาคือ B. cereus (5.81  – 70.38 เปอร์เซ็นต)์ 
  4. จากการศึกษาการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 
มิลลิลิตร และแช่แข็งท่ีอุณหภูมิต่างกนั ไดแ้ก่ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส นาน 90 วนั พบว่า
น ้ าเช้ือก่อนแช่แข็งท่ีเจือจางด้วย Ca-F HBSS และเติมสาร 18 เปอร์เซ็นต์ DMSO และบรรจุใน
หลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร มีปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงกว่า
น ้ าเช้ือสด และน ้ าเช้ือหลงัแช่แข็งท่ีบรรจุลงในหลอดขนาด 0.5 และ 2.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) จากการวิเคราะห์ทาง
สถิติยงัพบว่า ระยะเวลา (F=12.92 และ P=0.00)  และอุณหภูมิ (F=5.72 และ P=0.004) ท่ีใช้ในการ
เก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีอิทธิพลต่อปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
น ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง และเม่ือท าการวิเคราะห์อิทธิพลร่วมระหวา่งระยะเวลา อุณหภูมิ และขนาด
ของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือแช่แข็งพบว่า ทั้ง 3 ปัจจยั มีปฏิสัมพนัธ์กนั (F=6.74 และ P=0.000) แต่ปัจจยั
ขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือไม่มีอิทธิพลร่วมกบัปัจจยัทั้ง 2 และท าให้สัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ
ลดลง (Adjusted R square = 57.33 เปอร์เซ็นต์)   แบคทีเรียท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีบรรจุใน
หลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส 
ประกอบด้วยแบคทีเรีย 5 ชนิด ได้แก่ P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii  สัดส่วนของแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความใกล้เคียงกันในทุกชุดการทดลอง  โดย
แบคทีเรียเด่นท่ีพบ ไดแ้ก่ K. sedentarius (4.55 – 97.38 เปอร์เซ็นต)์   
 5. จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ ง 18 ไอโซเลท ท่ีแยกได้จาก
น ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ พบวา่แบคทีเรีย 8 ไอโซเลท คิดเป็น 44.5 เปอร์เซ็นต ์ไวต่อสารปฏิชีวนะทุก
ชนิดท่ีทดสอบ ได้แก่ P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida PPio2,  
P. oryzihabitans PO, A. baumannii ABio1, A. baumannii ABio2 และ A. baumannii ABio3 และ
แบคทีเรีย 7 ไอโซเลท คิดเป็น 38.9 เปอร์เซ็นต ์ด้ือต่อสารปฏิชีวนะอย่างนอ้ย 3 ชนิดท่ีทดสอบ โดย  
Ko. kristinae KO, S. maltophilia SMio1, S. maltophilia SMio2 และ S. maltophilia SMio3 จัดเป็น
แบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 3 ขนาน ส่วน K. sedentarius KSio1, K. sedentarius KSio2 และ  
K. sedentarius KSio3 จดัเป็นแบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 4 ขนาน   
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อภิปรายผลการทดลอง 

1. การปนเป้ือนแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาดต่างกันและเก็บรักษาใน
ถังไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 

ในปัจจุบนัประเทศไทยไดมี้การศึกษาถึงวิธีการพฒันาเทคนิคของการแช่แขง็น ้าเช้ือปลากนั
อย่างแพร่หลาย เช่น ปลาตะเพียนขาว ปลาดุกเทศ ปลาบึก ปลาสวาย และปลาเทโพ เป็นต้น 
(Boonthai et al., 2016a; ศิริพร คชรัตน์ และคณะ, 2548; วสันต์ ป้อมเสมา, 2552; สมร พรช่ืนชูวงศ ์
และคณะ, 2550; เกรียงศักด์ิ เม่งอ าพนั และ Bart, 2551) เพื่อให้ได้น ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพท่ีดีส าหรับ
น าไปใช้ในการผสมเทียม  จากการศึกษาคร้ังน้ีท าการเก็บตัวอย่างน ้ าเช้ือปลาสวายในช่วงเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2560 พบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือสดปลา
สวายมีปริมาณเท่ากับ 5.17±0.25×103 - 9.27±0.75×104  CFU/mL ซ่ึงปริมาณของแบคทีเรียท่ีพบมี
ความคลา้ยกบัการศึกษาของ Boonthai et al. (2016d) ท่ีศึกษาแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวท่ี
เก็บรวบรวมดว้ย 4 เทคนิค ไดแ้ก่ การรีดน ้ าเช้ือดว้ยมือโดยไม่ลา้งบริเวณช่องเพศดว้ยน ้ าปราศจาก
เช้ือ การรีดน ้ าเช้ือดว้ยมือหลงัจากลา้งบริเวณช่องเพศดว้ยน ้ าปราศจากเช้ือ การใช้สายสวนในการ
เก็บน ้ าเช้ือโดยไม่ลา้งบริเวณช่องเพศดว้ยน ้ าปราศจากเช้ือ และการใช้สายสวนในการเก็บน ้ าเช้ือ
หลงัจากลา้งบริเวณช่องเพศดว้ยน ้ าปราศจากเช้ือ โดยพบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด
ในน ้ าเช้ือสดปลาตะเพียนขาวมีปริมาณอยู่ในช่วง 103 – 105 CFU/mL  แต่อย่างไรก็ตาม วีรพงศ ์ 
วุฒิพนัธุ์ชยั (2552) พบการปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือสดปลาดุก
อุยในปริมาณท่ีสูงมาก  คือมีปริมาณเท่ากับ 3.00×107 CFU/mL  ส าหรับการศึกษาในต่างประเทศ 
เช่น การศึกษาของ Barker, Smith & Bromage (1989) พบการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือสด
ของปลาเทราต์สายรุ้งและปลาเทราต์สีน ้ าตาล (Salmo trutta) อยู่ในช่วง 10 – 102 CFU/mL   สาเหตุ
ของการปนเป้ือนแบคทีเรียในน ้ าเช้ืออาจเกิดจากหลาย ๆ ปัจจยั เช่น การปนเป้ือนในขณะรีดน ้ าเช้ือ
จากแบคทีเรียท่ีเจริญอยูบ่นผิวหนงัของปลาหรือครีบกน้ของปลา (Boonthai et al., 2016a) เน่ืองจาก
บริเวณผิวหนังของปลามีแบคทีเรียหลากหลายชนิดอาศัยอยู่ เช่น  Klebsiella spp., Proteus spp., 
Citrobacter spp., S. aureus, Streptococcus pyogenes, Micrococcus spp., Bacillus licheniformis, 
Alcaligenes spp., Enterobacter aerogenes และ  E. coli เป็นต้น  (Akinyemi & Buoro, 2011) หรือ
การปนเป้ือนของแบคทีเรียอาจเกิดจากอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการบรรจุหรือเก็บน ้ าเช้ือ เช่น ภาชนะ
ท่ีใชเ้ก็บน ้าเช้ือหลงัการรีดน ้าเช้ือออกมาจากตวัปลา   

การศึกษาในคร้ังน้ีพบแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 7 ชนิดในน ้าเช้ือสดปลาสวาย 
ได้แ ก่  P. fluorescens, P. putida, P. oryzihabitans, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus และ  
A. baumannii   แบคทีเรียดงักล่าวหลายชนิดจดัเป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการก่อโรคและ
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ฉวยโอกาสในการก่อโรคทั้ งในคนและในสัตว์   โดย P. fluorescens เป็นแบคทีเรียท่ีพบได้บน
ผิวหนังของปลาน ้ าจืด (Austin, 2006) รวมถึงมีรายงานการตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ีในล าไส้ของ
ปลาดุกอฟัริกนั (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, วรรณิศา แสนโคตร, ไตรมาศ บุญไทย และวีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั, 
2553) และน ้ าท่ีใช้เล้ียง ครีบกน้ และน ้ าเช้ือท่ีปนเป้ือนอุจจาระและปัสสาวะของปลาตะเพียนขาว 
(Boonthai et al., 2016a)  ความส าคญัของ P. fluorescens กล่าวไดว้่าเป็นสาเหตุหลกัท่ีก่อโรคส าคญั
กบัปลาน ้ าจืด และเป็นเช้ือก่อโรคฉวยโอกาสส าหรับปลาน ้ าเค็มและน ้ ากร่อย (Hadi, Morshino, & 
Das, 2002; Alicia, Toranzo, Magarinos, & Romalde, 2004) โรค ท่ีพบในปลาน ้ า จืด ท่ี เกิดจาก  
P. fluorescens คือโรค hemorrhagic septicemia  ซ่ึ ง เป็นการติดเช้ือในกระแส เลือด มีอาการ
เลือดออกตามอวยัวะต่าง ๆ เช่น ครีบ หาง หรือผิวหนัง โดยเห็นรอยโรคเป็นจุดเลือดออกหรือเป็น
แผลหลุมตามผิวหนังมีอาการคล้ายกับการติดเช้ือในกระแสเลือดจาก Aeromonas (สุ ริยา  
วงศเ์ผา่สกุล, 2560; Najeeb & Mudarris, 2014) 

แบคทีเรียสกุล Pseudomonas อีกชนิดหน่ึงท่ีพบในการศึกษาในคร้ังน้ี คือ P. putida  เป็น
แบคทีเรียก่อโรคในปลาน ้ าจืดอีกชนิดหน่ึงท่ีพบในการศึกษาในคร้ังน้ี  โดยท าให้เกิดการติดเช้ือใน
กระแสเลือด โรคสตอวเ์บอร์ร่ี (Strawberry disease) (Pȩkala-Safińska, 2018) และเป็นแบคทีเรียท่ีพบได้
บ่อยในผูป่้วยท่ีติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ (Taneja, Meharwal, Sharma, & Sharma, 2004) ส าหรับเช้ือ 
P. oryzihabitans ท่ีตรวจพบในคร้ังน้ี เดิมคือแบคทีเรียท่ีมีช่ือว่า Flavimonas oryzihabitans พบได้ใน
ส่ิงแวดลอ้ม โดยเฉพาะในนาขา้ว ไม่มีรายงานในการก่อโรคในสัตวน์ ้ า แต่มีการฉวยโอกาสในการก่อ
โรคในมนุษย์ เช่น การติดเช้ือบริเวณผิวหนัง โดยมีรายงานถึงการติดเช้ือในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุ ้มกัน
บกพร่อง ผูป่้วยท่ีได้รับการศลัยกรรมทางประสาท และผูป่้วยมะเร็งตบัระยะสุดทา้ย นอกจากน้ียงัมี
รายงานการติดเช้ือ P. oryzihabitans  จากแผลท่ีโดนปลาหมึกยกัษ์ (Octopus vulgaris) กดัในเด็กอายุ 9 
ปี (Owusu et al., 2017; Aigner, Ollert, Seifert, Ring, & Plötz, 2011)  

S. maltophilia ท่ีตรวจพบในการศึกษาคร้ังน้ีเป็นแบคทีเรียท่ีพบไดใ้นน ้ า ดิน อาหาร หรือ
ส่ิงมีชีวิตทั้งในคนและสัตว ์(Adegoke, Stenström & Okoh, 2017) มีความสามารถในการก่อโรคใน
สัตว์น ้ า โดยเฉพาะปลาดุกแอฟริกันท่ีป่วยเป็นโรคล าไส้อักเสบ (Abraham, Paul, Adikesavalu, 
Patra, & Banerjee, 2016) K. sedentarius ท่ีตรวจพบในคร้ังน้ีเป็นแบคทีเรียท่ียงัไม่มีรายงานในการ
ก่อโรคในปลา แต่พบว่าอาศัยในส่ิงแวดล้อมพบได้ทั้ งในดิน น ้ า อากาศ รวมถึงบนผิวหนังของ
มนุษย ์และเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสในการก่อโรคทางการแพทยใ์นมนุษย ์เช่น ปอดบวม ติดเช้ือใน
กระแสเลือด หรือเยื่อบุหัวใจอักเสบ  (Levenga et al., 2004)   ส าหรับ B. cereus เป็นหน่ึงใน
แบคทีเรียท่ีมีความส าคญัในการก่อโรคอาหารเป็นพิษในมนุษย ์พบบ่อยในการปนเป้ือนอาหาร 
(Kamar et al., 2013) มีการรายงานถึงการปนเป้ือนของ B. cereus ในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีเก็บรักษา
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น ้ าเช้ือแช่แข็งจากฟาร์มในรัฐรีโอกรันดีดูซูล ทางตอนใตข้องประเทศบราซิลถึง 31.57 เปอร์เซ็นต ์
จากตวัอย่างทั้งหมด 133 ตวัอย่าง (Pessoa, Rubin, Silva & da Rosa, 2014) ทั้งน้ียงัพบการปนเป้ือน
ของ B. cereus ในถุงน ้ าเช้ือกุง้กุลาด าแช่แข็ง (Nimrat et al., 2008) และ A. baumannii ท่ีเป็นอีกหน่ึงใน
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการติดเช้ือในกระแสเลือด รวมถึงก่อให้เกิดโรคปอดอกัเสบในมนุษย ์
(ชาญกิจ พุฒิเลอพงศ์, วรางคณา ชวนะสิทธ์ิ, วลัภา เลาหะวลีสันต์ิ, วิกานดา รุ่งแวง และพวงเพ็ญ  
ฤทธีวีรกูล, 2554) และพบว่ามีการปนเป้ือนในน ้ าเช้ือแช่แข็งในมนุษย ์(Joaquim, Borges, Viana, 
Navarro, & Vireque, 2017)  

ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดของน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีเติม Ca-F HBSS กบั 
18 เปอร์เซ็นต์ DMSO ท่ีบรรจุในหลอดขนาดต่าง ๆ ทั้งก่อนแช่แข็งและหลงัแช่แข็งนาน 30 นาที มี
ความใกลเ้คียง  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Boonthai et al. (2016d) ท่ีไดศึ้กษาวิธีการรีดน ้ าเช้ือดว้ย
มือหลงัการลา้งช่องเพศดว้ยน ้ าสะอาด  โดยพบว่าน ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวท่ีเจือจางดว้ย Ca-F HBSS 
กับ 10 เปอร์เซ็นต์ DMSO ก่อนแช่แข็งและหลังแช่แข็งนาน 20 นาที มีปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม 
เฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดใกล้เคียงกัน  แต่แตกต่างจากรายงานของ สุบัณฑิต น่ิมรัตน์ อจิราภา  
สัญจรดี และวีรพงศ์ วุฒิพนัธุ์ชัย (2554) ท่ีพบว่าแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือ
ปลาดุกอฟัริกนัท่ีเจือจางดว้ย Ca-F HBSS ก่อนน าไปแช่แข็งมีปริมาณมากกว่าแบคทีเรียท่ีตรวจพบ
ในน ้าเช้ือหลงัการแช่แขง็และเก็บรักษาในวนัแรกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  

ตามปกติแล้วการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ต้องเติมสาร
ป้องกนัอนัตรายจากความเยน็เพื่อป้องกนัไม่ให้เซลล์ถูกท าลายจากผลึกน ้ าแข็งในระหว่างการลด
อุณหภูมิ เพื่ อแช่แข็ง เช่น DMSO, glycerol, propylene glycol, formamide หรือ ethanol เป็นต้น 
(Vuthiphandchai et al., 2009)   โดย DMSO เป็นสารท่ีได้รับความนิยมในการน ามาใช้ในการแช่
แข็งน ้ าเช้ือปลา เช่น ปลาเทโพ ปลาสวาย ปลาบึก ปลาชาร์อาร์คติก ปลาเทราต์สายรุ้ง ปลาดุก 
อัฟ ริกัน  และปลาตะเพี ยนขาว เป็นต้น  (Omitogun et al., 2010; Richardson et al., 2000; Stoss, 
Buyukhatipoglu & Holtz, 1978; Vuthiphandchai et al., 2015; ศิ ริพร คช รัตน์  และคณะ , 2548; 
เกรียงศักด์ิ เม่งอ าพัน และ Bart, 2551; อนงคณ์ หัมพานนท์ และ กฤษณ์  มงคลปัญญา, 2539) 
เน่ืองจาก DMSO มีคุณสมบติัในการซึมเขา้สู่ภายในเซลล์ท่ีดี (ภทัรชยั กฤศทิวานนท์, 2561) ดงันั้น
ด้วยคุณสมบัติเป็นสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็งของ DMSO จึงน่าจะเป็นสาเหตุท่ีท าให้
แบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายก่อนแช่แข็งและหลังแช่แข็งนาน 30 นาที มีปริมาณแบคทีเรียไม่
แตกต่างกัน  เน่ืองจาก DMSO ช่วยป้องกนัอนัตรายให้กบัทั้งเซลล์น ้ าเช้ือปลาและเซลล์แบคทีเรีย
ในขณะลดอุณหภูมิ    แต่อย่างไรก็ตามหลังจากเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลาตั้ งแต่ 2-6 วัน  
พบปริมาณการปนเป้ือนของแบคทีเรียในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือทั้ง 3 ขนาด ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
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(P<0.05)  การลดลงของแบคทีเรียสอดคล้องกับการศึกษาของ Nimrat et al. (2008) ท่ีพบว่า
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลงหลงัจากท าการแช่แข็งถุงน ้ าเช้ือกุง้กุลาด าและเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลา 210 วนั  ซ่ึงคณะผูวิ้จยัดงักล่าวไดต้ั้งขอ้สมมติฐานไวว้่าการลดลงของแบคทีเรียอาจเก่ียวขอ้ง
กบัความไวต่ออุณหภูมิของแบคทีเรียแต่ละชนิด  โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas ท่ีมีความ
ตา้นทานต่อความเยน็นอ้ยกวา่แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ (Nimrat et al., 2008)   

การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอด
ขนาดต่าง ๆ และเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 6 วนั พบแบคทีเรียในน ้ าเช้ือ 7 ชนิด 
ได้แก่  P. fluorescens, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus, A. baumannii, Ko. kristinae และ  
P. aeruginosa  โดย P. fluorescens เป็นแบคที เรียท่ีพบมากท่ี สุด  (40.85 – 80.26 เปอร์เซ็นต์)  
ตามปกติแล้วชนิดของแบคทีเรียท่ีพบในน ้ าเช้ือขึ้ นอยู่กับพฤติกรรมของปลา อาหาร และ
สภาพแวดลอ้มท่ีปลาอาศยัอยู่ (Austin, 2006)  ซ่ึง P. fluorescens เป็นแบคทีเรียท่ีพบไดบ้่อยในปลา
น ้ าจืด โดยพบได้ในน ้ าท่ีเพาะเล้ียงปลาหรือบนผิวหนังของตวัปลา น ้ าเช้ือท่ีปนเป้ือนอุจาระและ
ปัสสาวะ รวมถึงในล าไส้ของปลา (Boonthai et al., 2016a; สุบัณฑิต น่ิมรัตน์ และคณะ, 2554) 
นอกจากน้ีการศึกษาในคร้ังน้ียงัพบว่าแบคทีเรีย 2 ชนิด ท่ีไม่พบในน ้ าเช้ือสด ไดแ้ก่ Ko. kristinae ท่ี
พบในน ้ าเช้ือหลงัการเจือจางดว้ย Ca-F HBSS และ P. aeruginosa ท่ีพบในน ้ าเช้ือหลงัจากบรรจุใน
หลอดก่อนน าไปลดอุณหภูมิ  โดย P. aeruginosa แบคทีเรียชนิดน้ีเป็นแบคทีเรียท่ีพบไดท้ัว่ไปใน
ส่ิงแวดลอ้ม  มีการรายงานว่า P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีพบไดบ้่อยในโรงพยาบาลหรือ
คลินิก (นิธิมา สุ่มประดิษฐ์, ศิริตรี สุทธจิตต์, สิตานันท์ พูลผลทรัพย์, รุ่งทิพย ์ชวนช่ืน และภูษิต 
ประคองสาย, 2558) รวมถึงมีรายงานถึงการปนเป้ือนของ P. aeruginosa ในถุงน ้ าเช้ือกุง้กุลาด าแช่
แข็ง (Nimrat et al., 2008) และ Abdullahi et al. (2013) สามารถแยก P. aeruginosa ได้จากตวัอย่าง
ปลา กุง้ และตวัอยา่งน ้าจากแม่น ้ า Sampadi ประเทศมาเลเซีย ส่วน Ko. kristinae เป็นแบคทีเรียท่ีพบ
ไดท้ัว่ไปตามผิวหนังของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม หรือในธรรมชาติ และไม่มีการก่อโรคทั้งในคนและ
สัตว์ (Lakshmikantha, Devki & Yogesh, 2015) จากผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียในกระบวนการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลา ซ่ึ งอาจมาจากส่ิงแวดล้อมใน
ห้องปฏิบติัการหรืออุปกรณ์ท่ีใช้ปฏิบติังานท่ีไม่ไดผ้่านการฆ่าเช้ือ และการขาดสุขอนามยัท่ีดีของ
ห้องปฏิบติัการ (Brock, 1998; Schiewe, 1998) ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีตอ้งมีมาตรการทาง
สุขอนามัยต่าง ๆ ท่ีจ าเป็นในกระบวนการแช่แข็งน ้ าเช้ือตั้ งแต่การรีดน ้ าเช้ือจนไปถึงการใช้
ประโยชน์น ้ าเช้ือเพื่อป้องกันความเสียหายของสเปิร์มท่ีเกิดจากแบคทีเรีย ยกตัวอย่างเช่น เซลล์
แบคทีเรียและสารเมแทบอไลทท่ี์แบคทีเรียผลิตขึ้นบางชนิดสามารถเหน่ียวน าให้เกิดความเสียหาย
ต่อเยือ่หุ้มเซลลข์องสเปิร์มส่งผลให้การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มลดลง (Diemer et al., 2003) รวมทั้งเพื่อ
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ป้องกนัการแพร่ระบาดของเช้ือก่อโรคในปลาท่ีสามารถติดต่อจากปลารุ่นหน่ึงสู่อีกรุ่นหน่ึงโดยผา่น
เซลล์สืบพันธุ์ น ้ าหล่อเล้ียงเซลล์สืบพันธุ์และการผสมเทียม เช่น A. hydrophila, P. fluorescens, 
Francisella noatunensis subsp. orientalis และ Shewanella putrefaciens เป็นต้น  (Pradeep et al., 
2017; Boonthai et al., 2018) 

  
2. การปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 

มิลลลิติร ท่ีเกบ็รักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 180 วัน 
ถึงแม้ว่าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือไวใ้นไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส) จะ

สามารถยืดระยะเวลาการมีชีวิตของสเปิร์มไวไ้ด้นาน  (Fuller & Paynter, 2004) แต่ยงัพบว่ามีการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งเช่นเดียวกนั   โดยการศึกษา
ในคร้ังน้ีไดท้ าการเก็บตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาสวายในช่วงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2560  โดยตวัอย่างท่ีน ามา
ท าการศึกษามาจากปลาสวายท่ีเล้ียงในบ่อดินจากคนละบ่อกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี ซ่ึงพบว่า
ระยะเวลาในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือไม่มีผลต่อปริมาณการปนเป้ือนของแบคทีเรีย เน่ืองจากตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็ง 180 วนั   แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีตรวจพบได้
จากหลอดทั้ง 3 ขนาด มีปริมาณไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) สอดคลอ้งกบั Boonthai  
et al. (2016b) ท่ีพบวา่น ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวเจือจางดว้ย Ca-F HBSS และ 10 เปอร์เซ็นต์ DMSO มี
ปริมาณแบคทีเรียก่อนน าไปแช่แข็ง หลงัแช่แข็ง และจนถึงวนัท่ีเก็บเก็บรักษาน ้ าเช้ือเป็นระยะเวลา 
360 วนั ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาของ  Nimrat et al. 
(2008) พบปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือกุง้กุลาด าท่ีแช่แข็งในระยะเวลา 
210 วนั ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลาท่ีท าการเก็บรักษา 1 
ชัว่โมง   การคงท่ีของปริมาณแบคทีเรียในการศึกษาในคร้ังน้ีอาจเก่ียวขอ้งกบั Ca-F HBSS ซ่ึงเป็น
สารสะลายเจือจางน ้ าเช้ือท่ีประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด  ตามปกติแลว้สารละลายเจือจางน ้ าเช้ือ
มกัประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด เช่น นม ซีรัมหรือซีรัมอลับูมิน น ้ าตาลซูโครส ซอร์บิทอล หรือ
น ้ าตาลอ่ืน ๆ ท่ีมีคุณสมบติัช่วยรักษาความเสถียรภายในเซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะแช่แข็ง ป้องกันการ
เปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด - ด่าง รักษาแรงดนัออสโมติกและเป็นแหล่งพลงังานของสเปิร์ม  ซ่ึง
สารดงักล่าวนอกจากจะช่วยป้องกนัอนัตรายใหแ้ก่เซลลส์เปิร์มแลว้ยงัอาจช่วยท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรีย
ท่ีปนเป้ือนมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสูงขึ้ นได้เช่นกัน (Bielanski & Vajta, 2009) นอกจากน้ีการใช ้
DMSO เป็นสารป้องกันความเย็นในการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายในคร้ังน้ีน่าจะมีบทบาทในการ
ป้องกันอันตรายให้กับเซลล์แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือเช่นเดียวกัน (สุกิจ ประทุมชัย และ 
ธนรัตน์ จานุกิจ, 2558) การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส สามารถลดกิจกรรมทางชีวเคมี
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ของเซลลไ์ด ้(Jang et al., 2017) จึงท าให้ไม่เกิดการเพิ่มหรือลดจ านวนของปริมาณแบคทีเรีย อีกทั้ง
แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้างแคปซูล (Capsule) หรือสปอร์ (Spore) ท่ีท าให้สามารถมีชีวิตรอด
ในสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมได ้(Norris, Watral & Kent, 2018)  

นอกจากน้ีการศึกษาในคร้ังน้ียงัพบว่าแนวโนม้ของปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาด 4.0 มิลลิลิตร มีปริมาณมากท่ีสุดตลอด
ระยะเวลา 180 วนั ท่ีเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว ซ่ึงอาจจะเก่ียวขอ้งกบัอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
แตกต่างกนัของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือปลาสวายแต่ละขนาด ในการศึกษาคร้ังน้ีหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 
0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ถูกวางเหนือไนโตรเจนเหลว 6, 3 และ 3 เซนติเมตร ในกล่องโฟม เป็น
ระยะเวลา 15, 10 และ 10 นาที ตามล าดบั  ถึงแมว้่าหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร จะ
วางเหนือไนโตรเจนเหลว 3 เซนติเมตร เป็นระยะเวลา 10 นาที เหมือนกนั แต่ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ของหลอดทั้งสองแตกต่างกนั  ดงันั้นอตัราการลดอุณหภูมิของน ้ าเช้ือปลาสวายภายในหลอดบรรจุทั้ง
สามขนาดย่อมแตกต่างกนั  ตามปกติแลว้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือมีอิทธิพล
ต่ออตัราการลดอุณหภูมิของน ้ าเช้ือปลาแช่แข็ง   โดยหลอดน ้ าบรรจุน ้ าเช้ือขนาดใหญ่จะมีอตัราการ
ลดอุณหภูมิท่ีเร็วกว่าหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาดเล็ก (Ohta, Kawamura, Unuma & Takegoshi, 2001)   
ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้่าการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วกว่าของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 4 มิลลิลิตร มี
บทบาทช่วยรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนน ้ าเช้ือ  ยกตัวอย่างเช่น Calcott (1985) 
พบว่าการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว (100 องศาเซลเซียสต่อนาที) ท าให้ E. coli รอดชีวิตไดสู้งกว่า
อตัราการลดอุณหภูมิท่ี 1-2 องศาเซลเซียสต่อนาที   เม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม Palmitoleic 
acid หรือ Linolenic acid เป็นองคป์ระกอบ นอกจากน้ีอตัราการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิในขณะละลาย
น ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีบรรจุในหลอดขนาดทั้ง 3 ขนาดยงัมีความแตกต่างกนัอีกดว้ย   โดยน ้ าเช้ือปลาสวาย
ในหลอดขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิเมตร ถูกน ามาละลายท่ีอุณหภูมิ 70, 80 และ 80 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 5, 15 และ 18 วินาที ตามล าดบั ดงันั้นอตัราการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิขณะละลายน ้ าเช้ือ
อาจเป็นอีกปัจจยัท่ีมีผลท าให้การรอดชีวิตของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอดขนาด 4.0 
มิลลิลิตร มีแนวโนม้สูงกวา่หลอดขนาดอ่ืน   

การศึกษาคร้ังน้ีพบแบคทีเรีย 6 ชนิด ท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดทั้ ง 3 
ข น า ด  ไ ด้ แ ก่  P. putida, S. maltophilia, K. sedentarius, B. cereus, A. baumannii แ ล ะ  
P. oryzihabitans ซ่ึงมีความคล้ายกับการทดลองในหัวข้อก่อนหน้าน้ี   แต่อย่างไรก็ตามทั้ ง ๆ ท่ี
แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากการทดลองในหัวขอ้ทั้งสองน้ีจะมาจากตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาสวายเหมือนกนั  
แต่ชนิดและสัดส่วนของแบคทีเรียท่ีแยกไดมี้ความแตกต่างกนั  กล่าวคือ การทดลองในหัวขอ้แรกนั้น
แบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดในน ้ าเช้ือ ได้แก่ P. fluorescens (40.85 – 80.26 เปอร์เซ็นต์) ในขณะท่ีการ
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ทดลองในหัวขอ้ท่ีสองน้ี P. oryzihabitans เป็นแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึงท่ีแยกได้จากตวัอย่างน ้ าเช้ือ
ปลาสวายท่ีไม่พบในหวัขอ้การทดลองก่อนหนา้น้ี และ K. sedentarius เป็นแบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด 
(19.86 – 93.80 เปอร์เซ็นต)์ รองลงมาคือ B. cereus (5.81 – 70.38 เปอร์เซ็นต)์ ความแตกต่างท่ีเกิดขึ้น
น้ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัช่วงเวลาในการเก็บน ้ าเช้ือท่ีแตกต่างกนั   รวมทั้งปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มในการ
เล้ียงปลาสวายท่ีต่างกนั   ถึงแมว้่าการเก็บตวัอย่างน ้ าเช้ือของการทดลองทั้งสองหัวขอ้น้ีไดด้ าเนินการ
รีดน ้ าเช้ือจากพ่อพนัธุ์ปลาสวายท่ีมาฟาร์มเดียวกัน   แต่ได้รีดน ้ าเช้ือจากพ่อพนัธุ์ท่ีเพาะเล้ียงในบ่อ
ต่างกนัเวน้ระยะห่างในการรีดน ้ าเช้ือประมาณ 3 เดือน ดงันั้นปัจจยัเหล่าน้ีอาจท าให้ปริมาณและความ
หลายหลายของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายมีการเปล่ียนแปลง ดงั การศึกษาของ Al-Harbi & Uddin 
(2005) ท่ี พ บ ว่ าช นิ ด แ ล ะ สั ด ส่ วน ข อ งแ บ ค ที เรี ย ท่ี แ ย ก ไ ด้ จ าก ล า ไส้ ข อ งป ล า นิ ล  
(Oreochromis niloticus) ในบ่อดินมีความแตกต่างกนัในแต่ละฤดูกาล   ซ่ึงแบคทีเรียบางชนิดพบไดใ้น
บางฤดูเท่านั้น เช่น Pseudomonas sp. ท่ีพบไดใ้นฤดูหนาว เป็นตน้  

 
3. การปนเป้ือนแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดขนาด  0.5, 2.5 และ 4.0 
มิลลลิติร และเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 90 วัน  

จากตวัอย่างน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีเก็บในช่วงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2560 และรีดน ้ าเช้ือจากปลา
สวายท่ีเล้ียงในบ่อดินคนละบ่อกบัการศึกษาทั้ง 2 ก่อนหนา้น้ี พบวา่การปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่ม
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือสดในการศึกษาน้ีมีปริมาณการปนเป้ือนของแบคทีเรียน้อยกว่า
น ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต์ DMSO ท่ีบรรจุลงในหลอดขนาดต่าง ๆ ก่อน
น าไปแช่แข็งดงัท่ีกล่าวไวใ้นการศึกษาก่อนหน้าน้ี   ผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นถึงการปนเป้ือนของ
แบคทีเรียในระหว่างการเตรียมน ้ าเช้ือปลาเพื่อแช่แข็ง   อุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดสอบ (หลอดบรรจุ 
สารท่ีใช้ในการผสมน ้ าเช้ือ เคร่ืองแกว้ท่ีใช้ในการผสมน ้ าเช้ือ ฯลฯ) รวมถึงส่ิงแวดลอ้มรอบ ๆ ใน
ห้องปฏิบัติงานสามารถเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการปนเป้ือนในตัวอย่างได้  ดังรายงานของ  
Goldberg, Cardoso, Bernardi, Wentz, & Bortolozzo (2017) ท่ีพบการปนเป้ือนของแบคทีเรียใน
สารละลายเจือจางน ้ าเช้ือ (Extender) หมูป่า (Boar) มากกว่า 220 CFU/mL   ซ่ึงสาเหตุน้ีอาจเป็นส่ิง
หน่ึงท่ีท าให้พบปริมาณแบคทีเรียในน ้ าเช้ือท่ีเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ 18 เปอร์เซ็นต์ DMSO 
มากกว่าน ้ าเช้ือสด   นอกจากน้ีเม่ือท าการลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งน ้ าเช้ือ พบว่าปริมาณแบคทีเรียท่ี
ปนเป้ือนในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือแต่ละขนาดมีปริมาณลดลงจากก่อนท าการแช่แข็ง   สอดคลอ้งกับ
งานวิจยัของ สุบัณฑิต น่ิมรัตน์ อจิราภา สัญจรดี และวีรพงศ์ วุฒิพนัธุ์ชัย (2554) ท่ีพบว่าปริมาณ
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดท่ีตรวจพบในน ้ าเช้ือปลาดุกอัฟริกันก่อนน าไปแช่แข็งมี
มากกว่าในน ้ าเช้ือหลงัการแช่แข็งและน ้ าเช้ือท่ีเก็บรักษาในวนัแรกของการทดลองอย่างมีนยัส าคญั
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ทางสถิติ (P<0.05)   การลดอุณหภูมิการแช่แข็งน ้ าเช้ืออาจมีส่วนท าให้เซลลแ์บคทีเรียท่ีปนเป้ือนอยู่
ในน ้ าเช้ือลดลง เพราะการลดอุณหภูมิเป็นการเปล่ียนของเหลวภายในเซลลใ์ห้มีสถานะเป็นของแข็ง   
ซ่ึงน ้ าท่ีอยูภ่ายในและภายนอกของเซลลจ์ะเกิดเป็นผลึกน ้ าแข็ง (Ice crystal)   หากมีการลดอุณหภูมิ
อย่างรวดเร็วเซลล์ไม่เกิดการสูญเสียน ้ าแต่เกิดผลึกน ้ าแข็งขนาดใหญ่ภายในเซลล ์(Intracellular ice 
crystal)  ท าให้เซลล์ถูกท าลายได ้  แต่ถา้ท าการลดอุณหภูมิท่ีช้าเกินไป เซลล์จะเกิดการสูญเสียน ้ า
และส่งผลใหค้วามเขม้ขน้ของสารละลายภายในเซลลเ์สียสมดุล (Solution effect) (ภทัรชยั กฤศทิวา
นนท,์ 2561; อมรรัตน์ กิระวาณิชย,์ 2559)  

การศึกษาคร้ังน้ีพบว่าอุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บรักษามีอิทธิพลต่อปริมาณ
แบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้ งหมดในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง   โดยปริมาณแบคทีเรีย ณ 
อุณหภูมิ -80 และ -196 องศาเซลเซียส มีแนวโนม้สูงกว่า ณ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   ตามปกติ
แลว้การเก็บรักษาเซลล์ส่ิงมีชีวิตท่ีอุณหภูมิต ่าสามารถลดหรือหยุดย ั้งปฏิกิริยาทางชีวเคมีท่ีเกิดขึ้น
ทั้งหมดภายในเซลล ์  การลดอุณหภูมิทุก ๆ 10 องศาเซลเซียส เซลล์จะมีการใชอ้อกซิเจนลดลง 50 
เปอร์เซ็นต์ เป็นไปได้ว่าการผลิตอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากออกซิเจน (Reactive oxygen species) ใน
ระหว่างการเก็บรักษาลดลงไปด้วย  (Levey & Gilbert, 2013; Viswanath & Shannon, 1997) โดย
อุณหภูมิสูงกวา่ -30 องศาเซลเซียส มกัจะใหผ้ลการเก็บรักษาชีวิตเซลลท่ี์ไม่ดี เพราะจะท าใหเ้กิดการ
ผสมระหว่างเซลล์และสารประกอบในสารละลายต่าง ๆ (Eutectic mixture)  และท าให้เซลล์ยงัคง
ไดรั้บความเครียดจากความเขม้ขน้เกลือสูงหรือจากสารท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์  อาทิเช่น  สาร
ป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็ง ไดแ้ก่ DMSO ซ่ึงจะส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล ์(ชุติมา วิไลพนัธุ์, 
2546)   ตามรายงานของ Yuan et al. (2014) ท่ีได้ศึกษาผลกระทบของสาร DMSO ต่อไมโท - 
คอนเดรีย (Mitochondria) และเซลล์เกลียลแอสโทรไซติค (Astrocytes) ซ่ึงพบว่า DMSO ความ
เขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลกระทบต่อการมีชีวิตและเหน่ียวน าให้เซลล์เกลียลแอสโทรไซติคตาย  
(Apoptosis) พร้อมกบัสร้างความเสียหายอยา่งรุนแรงต่อไมโทคอนเดรีย    การศึกษาในคร้ังน้ีแสดง
ให้เห็นว่าท่ีอุณหภูมิต ่ากว่า -20 องศาเซลเซียส  เช่น -80 และ -196 องศาเซลเซียส สามารถเพิ่มการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาสวายได้  ดังรายงานวิจยัของ Oskouei, Bekmen, 
Ellidokuz, & Yilmaz (2010) ท่ี เป รียบ เที ยบการแช่แข็งแบคที เรีย  คือ   Helicobacter pylori ท่ี
อุณหภูมิ -20 และ -80 องศาเซลเซียส และพบว่าท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษา
แบคทีเรียไดดี้กวา่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส       

ระยะเวลาในการเก็บรักษามีอิทธิพลต่อปริมาณแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง  
การศึกษาคร้ังน้ีพบว่าปริมาณแบคทีเรียท่ีพบในน ้ าเช้ือแช่แข็งมีปริมาณไม่คงท่ีตลอดระยะเวลาท่ีท า
การเก็บรักษา   โดย สุบณัฑิต น่ิมรัตน์ อจิราภา สัญจรดี และวีรพงศ ์วุฒิพนัธุ์ชยั (2554) รายงานว่า
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ระยะเวลาในการแช่แข็งมีผลโดยตรงต่อปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่
แข็ง คณะผูวิ้จยัไดพ้บว่าปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในน ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัแช่
แข็งลดลงเกือบ 85 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเก็บรักษาในถังไนโตรเจนนาน 90 วนั  ทั้ งน้ีการลดลงของ
แบคทีเรียอาจเก่ียวขอ้งกบัแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือมีความไวต่ออุณหภูมิระดบัเยือก
แข็ง แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาบางฉบบัพบว่าแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในน ้ าเช้ือปลาแช่แข็งมีปริมาณ
คงท่ีไม่เปล่ียนแปลง  เช่น น ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวแช่แข็งท่ีเก็บรักษานาน 12 เดือน (Boonthai et al., 
2016b)   ความแตกต่างของการเปล่ียนแปลงของปริมาณแบคทีเรียท่ีเกิดขึ้นน้ีอาจเก่ียวขอ้งกบัปัจจยั
ต่าง ๆ ไม่วา่จะเป็นอตัราการลดอุณหภูมิและอตัราการละลายของน ้ าเช้ือปลาแต่ละชนิด ความไวต่อ
อุณหภูมิต ่าของแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีปนเป้ือนในน ้าเช้ือปลา และกระบวนการรักษาความคงท่ีของ
อุณหภูมิภายในถังไนโตรเจนเหลว เช่น ความถ่ีในการเปิด-ปิดฝา การเติมไนโตรเจนเหลว และ
รักษาอุณหภูมิภายในห้องปฏิบติัการท่ีเก็บถังไนโตรเจนเหลว เป็นตน้ (Bielanski, 2007)   แมว้่าใน
การศึกษาน้ีจะไม่พบอิทธิพลของขนาดหลอดบรรจุน ้ าเช้ือท่ีมีต่อปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนใน
น ้ าเช้ือแช่แข็ง  ซ่ึงยืนยนัได้จากเม่ือน าขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือมาวิเคราะห์สมการถดถอย
พหุคูณร่วมกับปัจจัยทั้ง 2 โดยท าให้ความสามารถในการอธิบายการเปล่ียนแปลงของปริมาณ
แบคทีเรียลดลงจากการน าปัจจัยระยะเวลาในการเก็บรักษาและอุณหภูมิท่ีเก็บรักษาน ้ าเช้ือมา
วิเคราะห์   ทั้งน้ีขนาดของหลอดท่ีใชบ้รรจุน ้ าเช้ือท่ีพบว่ามีปฏิสัมพนัธ์กนักบัระยะเวลาในการเก็บ
รักษาและอุณหภูมิท่ีเก็บรักษาน ้ าเช้ือ แต่ยงัไม่มีการรายงานถึงอิทธิพลของขนาดหลอดท่ีใชแ้ช่แข็ง
ต่อความแปรปรวนของปริมาณของแบคทีเรีย   แต่ทั้งน้ีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างขนาดของหลอดบรรจุ
น ้าเช้ือกบัปัจจยัทั้ง 2 มีอิทธิพลต่อปริมาณของแบคทีเรีย อาจเกิดจากปัจจยัอ่ืน ๆ ร่วมดว้ย เช่น อตัรา
การลดอุณหภูมิ หรืออตัราการละลายน ้ าเช้ือแช่แข็งของหลอดแต่ละขนาด เน่ืองจากอตัราการลด
อุณหภูมิของน ้ าเช้ือแช่แขง็แปรผนัตามเส้นผ่านศูนยก์ลางของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ (Ohta et al., 2001)   
ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือ เช่น อตัราการ
ลดอุณหภูมิ และอตัราการละลายน ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณแบคทีเรียใน
น ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็ง เพื่อให้ทราบไดแ้น่ชดัว่าขนาดของหลอดบรรจุน ้ าเช้ือมีผลต่อปริมาณการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้าเช้ือปลาแช่แขง็อยา่งไร 

จากการศึกษาทั้ง 3 การทดลองในคร้ังน้ี กล่าวไดว้า่อาจมีปัจจยัเส่ียงมากมายท่ีเป็นสาเหตุให้
เกิดการปนเป้ือนของแบคทีเรียสู่น ้ าเช้ือแช่แข็ง ตั้งแต่ขั้นตอนการรีดน ้ าเช้ือจนถึงการแช่แข็งน ้ าเช้ือ 
โดยแหล่งการปนเป้ือนแบคทีเรียท่ีส าคญั ไดแ้ก่ แบคทีเรียท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณผิวหนงัของปลา ครีบกน้
หรือน ้ าท่ีใช้เพาะเล้ียง นอกจากน้ียงัมีอุปกรณ์หรือภาชนะท่ีใช้บรรจุน ้ าเช้ือ สารละลายน ้ าเช้ือ 
อุปกรณ์ท่ีใช้ในการแช่แข็งน ้ าเช้ือ อุปกรณ์ท่ีใช้เก็บรักษาน ้ าเช้ือ เช่น ถงัไนโตรเจนเหลว โต๊ะท่ีใช้
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ปฏิบติังาน บุคลากรท่ีปฏิบติังาน อากาศภายในห้อง หรือขั้นตอนในการละลายน ้ าเช้ือแช่แข็ง เช่น 
น ้ าท่ีใช้ในการละลาย   ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นท่ีกระบวนการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาต้องปฏิบัติตาม
ขอ้ก าหนดสุขลกัษณะและมาตรการการลดการปนเป้ือนจุลินทรียใ์นน ้าเช้ือ  เพื่อท าใหน้ ้ าเช้ือปลาแช่
แข็งปราศจากเช้ือก่อโรค มีคุณภาพสูงและสามารถน าไปผสมเทียมหรือปรับปรุงพนัธุ์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (Boonthai et al., 2016a; Goldberg et al., 2017; Bielanski, 2012)  
 
4. ความไวต่อสารต้านจุลชีพของแบคทีเรียท่ีแยกได้จากน ้าเช้ือปลาสวาย 
  K. sedentarius จดัเป็นแบคทีเรียท่ีพบได้บนผิวหนังของมนุษยแ์ละไม่สร้างอันตรายต่อ
สุขภาพของมนุษย ์แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าแบคทีเรียชนิดน้ีฉวยโอกาสก่อโรคในมนุษย ์ เช่น 
โรคเยื่อบุหัวใจอกัเสบ เยือ่บุช่องทอ้งอกัเสบ และการติดเช้ือทางเดินน ้าไขสันหลงั เป็นตน้ (Levenga 
et al., 2004) จากการศึกษาคร้ังน้ี K. sedentarius  ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายด้ือต่อสารปฏิชีวนะ 4 
ชนิด  ได้แก่ Penicillin, Norfloxacin, Nitrofurantoin และ Clindamycin โดย Levenga et al. (2004) 
ไดแ้ยก K. sedentarius จากผูป่้วยโรคปอดอกัเสบท่ีมีภาวะเม็ดเลือดขาวต ่าและพบว่าแบคทีเรียชนิด
น้ี ด้ื อ ต่ อ  Penicillin, Cefuroxime, Cefepime, Methicillin, Gentamicin แ ล ะ  Clarithromycin  
และไวต่อ Teicoplanin, Vancomycin, Doxycycline, Rifampicin และ Clindamycin และ Chaudhary 
& Finkle (2010) รายงานวา่  K. sedentarius ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีมีอาการเยือ่บุช่องทอ้งอกัเสบไวต่อ 
Ampicillin, Cephalothin, Ciprofloxacin, Oxacillin, Penicillin, Tetracycline แล ะVancomycin แต่
ด้ือต่อ Erythromycin  กลไกการด้ือต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียชนิดน้ียงัไม่มีรายงานการศึกษา
อย่างลึกซ้ึง  ดงันั้นจึงควรมีการศึกษากลไกการด้ือต่อ Penicillin, Norfloxacin, Nitrofurantoin และ 
Clindamycin ของแบคทีเรียชนิดน้ีท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายต่อไป เพื่อบ่งช้ีถึงความเป็นไปได้
ในการถ่ายทอดยนีด้ือยาของแบคทีเรียชนิดน้ีไปยงัแบคทีเรียก่อโรคในมนุษยแ์ละสัตวน์ ้ าท่ีปนเป้ือน
ในน ้ าเช้ือปลาสวาย  ซ่ึงอาจส่งผลให้การรักษาโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากแบคทีเรียมีความยุ่งยากซับซ้อน
มากยิง่ขึ้น      
 S. maltophilia จดัเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสก่อโรคท่ีเป็นสาเหตุส าคญัของการติดเช้ือใน
โรงพยาบาล  เช่น การติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ การติดเช้ือในกระแสเลือดและการติดเช้ือใน
ระบบทางเดินปัสสาวะ เป็นตน้ (Zhang, Li, & Poole, 2000) การศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า S. maltophilia  
มีอัตราการด้ือต่อสารปฏิชีวนะต ่าเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ ท่ีแยกได้จากส่ิงแวดล้อมใน
โรงพยาบาล  โดยทั้งสามไอโซเลทท่ีใช้ศึกษาในคร้ังน้ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะเพียง 4 ชนิด ในกลุ่ม  
Monobactams (Aztreonam), Carbapenems (Meropenem) และ Aminoglycosides (Gentamicin และ 
Amikacin) เท่านั้น จากการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia ท่ีแยกได้จากส่ิงส่ง
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ตรวจในโรงพยาบาลแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียชนิดน้ีมีอตัราการด้ือยาหลายชนิดสูง ยกตวัอย่างเช่น  
Chloramphenicol (18.2 เป อ ร์ เซ็ นต์ ), Trimethoprim-sulfamethoxazole (20.3 เป อ ร์ เซ็ นต์ ) และ 
Ceftazidime (72 เปอร์เซ็นต์) ( Çıkman, Parlak, Bayram, Güdücüoğlu, & Berktaş, 2016) ตามปกติ
แล้วแบคทีเรียชนิดน้ีมักด้ือต่อยาปฏิชีวนะหลายขนานด้วยกลไกต่าง ๆ ได้แก่ การปรับเปล่ียน
โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ให้สารปฏิชีวนะผ่านเขา้เซลล์ได้น้อยลง (Rahmati-Bahram, Magee & 
Jackson, 1996) งกัการสังเคราะห์โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ บการขบัยาออกนอกเซลล์ (Efflux pump) เช่น 
โปรตีน SmeABC, SmeDEF และ SmeVWX เป็นตน้  โดย SmeABC เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ด้ือต่อสารปฏิชีวนะกลุ่ม Beta-lactam, Aminoglycosides และ Quinolones (Sánchez, 2015) ส่วน 
SmeDEF เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทในการด้ือต่อ Chloramphenicol, Tetracycline และ Quinolones 
(Hernández, Ruiz, Romero & Martínez, 2011) นอกจากน้ีแบคทีเรียชนิดน้ียงัสามารถผลิตเอนไซม์
บางชนิดท่ีมีบทบาทในการท าลายโครงสร้างของสารปฏิชีวนะกลุ่ม Aminoglycosides เช่น 
Aminoglycoside phosphotransferase (Okazaki & Avison, 2007) แ ล ะ  N-aminoglycoside 
acetyltransferase (Sánchez, 2015) รวมทั้งยงัผลิตเอนไซม์ชนิดอ่ืน เช่น 2′N-acetyltransferase, 
Streptomycin 3´phosphotransferase/kinase,  Spectinomycin phosphotransferase แ ล ะ 
Chloramphenicol  acetyltransferase เป็นตน้  (Crossman et al., 2008) ส าหรับการดื้อต่อสาร
ปฏิชีวนะกลุ่ม Beta-lactam ของแบคทีเรียชนิดน้ีเกิดจากการแสดงออกของยีน เช่น ampN-ampG 
operon ท่ีมีบทบาทในการลดการน าสารปฏิชีวนะกลุ่ม Beta-lactam เขา้สู่เซลล ์(Huang et al., 2010) 
และยีน ampD1 ท่ี เก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม์ N-acetyl-muramyl-L-alanine amidase ท่ีส่งผล
ต่อเน่ืองให้การผลิตเอนไซม์ Beta-lactamase เพิ่มสูงขึ้น (Lin, Lin, Huang, Chung, & Yang, 2011; 
Yang, Huang, Hu, Huang, & Lin, 2009)   จากกลไกการด้ือสารปฏิชีวนะเหล่าน้ีแสดงให้เห็นว่าการ
ด้ือยาเกิดจากการแสดงออกของยนีทั้งส้ินและเป็นยนีท่ีสามารถรับและถ่ายทอดไดร้ะหวา่งแบคทีเรีย 
(Horizontal transfer) ดังนั้ นจึงควรมีการศึกษากลไกและยีนท่ีเก่ียวข้องกับบการด้ือยาในกลุ่ม 
Monobactams, Carbapenems และ Aminoglycosides ของ S. maltophilia ท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือปลา
สวายในการศึกษาในคร้ังน้ี ต่อไปในอนาคต   รวมทั้ งควรท าการเปรียบเทียบความไวต่อสาร
ปฏิชีวนะของ S. maltophilia ดว้ยวิธี Disk diffusion method และ Agar dilution method ท่ีอุณหภูมิ 
30 และ 37 องศาเซลเซียส   แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาในคร้ังน้ียงัแสดงให้เห็นว่า S. maltophilia มี
ความไวต่อ Ceftazidime, Ciprofloxacin, Norfloxacin และ Ofloxacin ดงันั้นหากเกิดการติดเช้ือจาก 
S. maltophilia ท่ี แยกได้จากน ้ า เช้ื อปลาสวายในค ร้ัง น้ี ย่อมท าให้ ส ารป ฏิ ชีวนะในกลุ่ ม  
Cephalosporins และ Quinolones ซ่ึ ง เป็นสารป ฏิ ชีวนะท่ีควรเลือก  (Drug of choice) ยังคงมี
ประสิทธิภาพในการรักษาอาการติดเช้ือจากแบคทีเรียชนิดน้ี (Sánchez, 2015) 
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  แบคทีเรียสกุล Pseudomonas บางชนิดท่ีแยกไดจ้ากน ้ าเช้ือปลาสวายในการศึกษาน้ีจดัเป็น
แบคทีเรียท่ีสามารถก่อโรคในปลา คือ P. putida  และ P. fluorescens เป็นแบคทีเรียก่อโรคในปลา  
เช่น ปลาเทร้าท์สายรุ้ง ปลาหางเหลือง (Seriola lalandi) และปลาอายะ (Plecoglossus altivelis) เป็นต้น  
โดยท าให้ มีอาการติดเช้ือในกระแสเลือด แผลเป่ือย และตกเลือด (Pekala-Safinska, 2018)   และ   
P. aeruginosa จดัเป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสและมกัเป็นสาเหตุของการติดเช้ือในโรงพยาบาล เช่น 
การติดเช้ือท่ีบาดแผลไฟไหม ้น ้าร้อนลวก การติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ การติดเช้ือในกระแสเลือด 
การติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ การติดเช้ือหลงัการผ่าตดัตอ้กระจก เป็นตน้ (Bitsori Maraki, 
Koukouraki & Galanakis, 2012; Chamot, Amari, Rohner & Delden, 2003)   แ บ ค ที เรี ยช นิ ด น้ี
สามารถเจริญและแพร่กระจายไปยงัอวยัวะของผูป่้วยในส่วนต่าง ๆ  พร้อมทั้งมีการท าลายเน้ือเยื่อ
ของผูป่้วย โดยการสร้างสารพิษและเอนไซม์ต่าง ๆ (Virulence factors; Dunne, 2002; Strateva & 
Mitov, 2011) จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าแบคทีเรียสกุล Pseudomonas ทุกไอโซเลท ได้แก่  
P. aeruginosa PA test, P. fluorescens PF, P. putida PPio1, P. putida PPio2 แ ล ะ  
P. oryzihabitans PO ไวต่อสารปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีใช้ทดสอบ   แสดงให้เห็นถึงกลุ่มเช้ือน้ีท่ีแยกได้
จากธรรมชาติ นัน่คือ น ้ าเช้ือปลาสวาย ไม่มีการด้ือสารปฏิชีวนะเหมือนเช้ือท่ีแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้ม
ภายในโรงพยาบาลท่ีมีอุบติัการณ์การด้ือสารปฏิชีวนะสูง ยกตวัอย่างเช่น ภริตา บุญรักษา และคณะ 
(2556) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียจากผูป่้วยโรคปอดอกัเสบจากการติดเช้ือในโรงพยาบาล จ านวน 540 คน 
ท่ีมารับบริการท่ีโรงพยาบาลสุราษฎร์ธานี  ตั้งแต่เดือน มกราคม พ.ศ. 2554 - ธันวาคม พ.ศ. 2555  
โดยพบว่า  P. aeruginosa ท่ีแยกได้มีอัตราการด้ือต่อ Ceftriaxone และ  Imipenem เท่ ากับ  37.5 
เปอร์เซ็นต์ และ 23.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  และ Dejsirilert, et al. (2009) ไดศึ้กษาอุบติัการณ์ของ
โรคติดเช้ือจากแบคทีเรีย P. aeruginosa จาก 28 โรงพยาบาลท่ีเขา้ร่วมโครงการกบัศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือ
ด้ือยาจุลชีพแห่งชาติ สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์ สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ในช่วงปี 
พ.ศ. 2543 - 2548  พบว่าแบคทีเรียชนิดน้ีด้ือต่อ Ceftazidime เท่ากับ 24.6- 27.4 เปอร์เซ็นต์ และมี
แนวโน้มพัฒนาเป็นแบคที เรียกลุ่ม ด้ือต่อสารต้าน จุลชีพหลายขนาน (Multidrug-resistant  
P. aeruginosa) ท่ีด้ือต่อ Amikacin, Ciprofloxacin และ Ceftazidime ซ่ึง พบมากในโรงพยาบาลท่ี
ตั้งอยู่ในภาคกลางและภาคตะวนัออก คิดเป็น 20–30 เปอร์เซ็นต ์จากจ านวนแบคทีเรียท่ีน ามาศึกษา  
ส าหรับการศึกษาความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas  เช่น P. aeruginosa,  
P. putida, และ P. fluorescens ท่ีแยกไดจ้ากธรรมชาติ คือ แม่น ้ าดานูบตลอดทั้งล าน ้ าตั้งแต่ประเทศ
เยอรมนีจนถึงปากแม่น ้าในประเทศโรมาเนีย พบว่าแบคทีเรียเหล่าน้ี ร้อยละ 37 ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ
อย่างน้อย 1 ชนิดท่ีใช้ทดสอบ โดยสารปฏิชีวนะท่ีมีอุบติัการณ์ด้ือมากท่ีสุด คือ Meropenem (30.4 
เปอร์เซ็นต์), Piperacillin/tazobactam (10.6 เปอร์เซ็นต์) และ Ceftazidime (4.2 เปอร์เซ็นต์) และ
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แบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas จ านวน 3.1 เปอร์เซ็นต์ จดัเป็นแบคทีเรียท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะหลาย
ขนาน (Kittinger et al., 2016) ความแตกต่างของความไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียกลุ่ม 
Pseudomonas ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเช้ือปลาสวายในคร้ังน้ีกบัรายงานก่อนหนา้น้ีอาจเป็นเพราะแบคทีเรีย
กลุ่มน้ีไม่ไดส้ัมผสัโดยตรงกบัมนุษยห์รือสารปฏิชีวนะท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า รวมทั้งไม่ได้
รับยีนด้ือยาจากแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนท่ีพบไดใ้นปลาสวายและส่ิงแวดลอ้มในการเพาะเล้ียงปลาสวาย 
แต่อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas ท่ีแยกไดน้ี้จดัเป็นแบคทีเรียก่อโรคในสัตวน์ ้ าและ
แบคทีเรียฉวยโอกาสก่อโรคในคน ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาความรุนแรงในการก่อโรค รวมทั้ง
ศึกษายนีก่อโรคต่อไปในอนาคต  

B. cereus จดัเป็นแบคทีเรียก่อโรคทางอาหารท่ีส าคญัในคน รวมทั้งยงัเป็นสาเหตุของการ
ติดเช้ือบริเวณดวงตา บาดแผลและการติดเช้ือในกระแสเลือด ตามปกติแลว้แบคทีเรียชนิดน้ีด้ือต่อ
สารปฏิชีวนะกลุ่มเพนิซิลลิน เน่ืองจากสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้แลคตาเมสท าลายโครงสร้างของ
ยาได้ (Prod’hom & Bille, 2010) สอดคล้องกับผลการศึกษาในคร้ังน้ีท่ีพบว่า B. cereus ทั้ งสาม 
ไอโซเลทด้ือต่อ Penicillin โดยทัว่ไปแลว้ยาปฏิชีวนะท่ีควรเลือกใช้ก่อนในการรักษาอาการดวงตา
ติดเช้ือจากแบคทีเรียชนิดน้ี ไดแ้ก่ Vancomycin ร่วมกบัสารปฏิชีวนะกลุ่ม Aminoglycosides และ 
Clindamycin ร่วมกบั Gentamicin  รวมทั้ง Ciprofloxacin ยงัเป็นยาปฏิชีวนะท่ีน ามาใชใ้นการรักษา
อาการติดเช้ือบริเวณบาดแผลท่ีเกิดจากแบคทีเรียชนิดน้ี (Prod’hom & Bille, 2010)   ดงันั้นจากผล
การทดลองในคร้ังน้ีท่ีพบว่า B. cereus ทั้งสามไอโซเลทไวต่อสารปฏิชีวนะกลุ่ม Aminoglycosides 
(Gentamicin, Amikacin และ Tobramycin), Erythromycin และ Ciprofloxacin แสดงให้เห็นว่าสาร
ปฏิชีวนะเหล่าน้ียงัมีประสิทธิภาพและใชรั้กษาการติดเช้ือจาก B. cereus ไดดี้ 
  A. baumannii เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสในการก่อโรคท่ีมีความส าคญัทางการแพทย ์  เน่ืองจาก
เป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือต่าง ๆ ในโรงพยาบาล เช่น ปอดอกัเสบท่ีเก่ียวขอ้งกบัเคร่ืองช่วยหายใจ 
(Ventilator- associated pneumonia, VAP) การติดเช้ือในกระแสโลหิต  ภาวะลิ้นหัวใจติดเช้ือ 
(Endocarditis) การติดเช้ือท่ีผิวหนงัและชั้นใตผิ้วหนงั เยื่อหุ้มสมองอกัเสบ (Meningitis) และการติด
เช้ือใน  ระบบทางเดินปัสสาวะ (นิตยา อินทราวัฒนา และ  มุทิตา วนาภรณ์ ., 2558; ชาญกิจ  
พุฒิ เลอพงศ์ และคณะ , 2554) องค์การอนามัยโลกได้ประกาศให้ A. baumannii เป็นหน่ึงใน
แ บ ค ที เ รี ย ใ น ก ลุ่ ม  ESKAPE ท่ี ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Enterococcus faecium, S. aureus,  
Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa และ Enterobacter sp. ท่ีมักมีอุบัติการณ์ด้ือ
ต่อสารปฏิชีวนะอย่างมาก (Boucher et al., 2009) ข้อมูลการติดเช้ือ A. baumannii ของผูป่้วยปอด
อกัเสบในโรงพยาบาล 651 ราย ทั่วประเทศไทย พบว่า A. baumannii เป็นสาเหตุของการติดเช้ือ
ประมาณร้อยละ 30 ของผูป่้วยปอดอกัเสบทั้งหมด (Werarak et al., 2012) เช่นเดียวกับแบคทีเรีย

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vancomycin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gentamicin
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สกุล Pseudomonas ท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือปลาสวาย  การศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า A. baumannii ไวต่อ
สารปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีใช้ทดสอบ โดยไวปานกลางต่อ Piperacillin แสดงให้เห็นถึงแบคทีเรียชนิด
น้ีท่ีแยกได้จากน ้ าเช้ือปลาสวายมีอุบัติการณ์การด้ือต่อสารปฏิชีวนะต ่ากว่าเช้ือท่ีแยกได้จาก
โรงพยาบาลท่ีพบอุบัติการณ์การด้ือสารต้านจุลชีพสูงมาก   การศึกษาของ Keerasuntonpong, 
Samakeenich, Tribuddharat &  Thamlikitkul (2006) ท่ี ศึ กษ าอุบั ติก ารณ์ ของ  A. baumannii ใน
โรงพยาบาลศิริราช  ในปี พ .ศ. 2545 และพบว่าร้อยละ 57 ของแบคทีเรียชนิดน้ีจัดอยู่ในกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีมีใชใ้นโรงพยาบาล (Pan drug-resistant A. baumannii) โดย
ด้ือ ต่อ  Cotrimoxazole, Gentamicin, Amikacin, Piperacillin, Imipenem, Meropenem, Piperacillin/ 
Tazobactam, Ceftazidime, Cefoperazone/Sulbactam, Cefpirome แ ล ะ  Ciprofloxacin ย ก เ ว้ น 
Colistin การไวต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียทั้ งสามไอโซเลทท่ีศึกษาในคร้ังน้ีอาจเป็นเพราะ
แบคทีเรียชนิดน้ีไม่ได้สัมผสัโดยตรงกับมนุษย์หรือสารปฏิชีวนะท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ า 
รวมทั้งไม่ไดรั้บยนีด้ือยาจากแบคทีเรียด้ือสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนท่ีอาศยัอยูใ่นบ่อเพาะเล้ียงปลาสวาย   
  การศึกษาในคร้ังน้ีพบแบคทีเรียจ านวน 7 ไอโซเลท (ร้อยละ 38.9) ไดแ้ก่ K. kristinae KO,  
K. sedentarius KSio1, K. sedentarius  KSio2, K. sedentarius  KSio3, S. maltophilia SMio1,  
S. maltophilia SMio2 และ S. maltophilia SMio3 ท่ีด้ือต่อสารปฏิชีวนะตั้งแต่ 3 ชนิดขึ้นไปและด้ือ
ต่อสารปฏิชีวนะ 3-4 กลุ่ม ท าให้สามารถเรียกแบคทีเรียเหล่าน้ีว่าเป็นแบคทีเรียด้ือต่อสารปฏิชีวนะ
หลายขนาน (Multi Drug Resistance) สอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีพบว่า S. maltophilia เป็นแบคทีเรีย
ฉ วย โอก าส ก่ อ โรค ท่ี ด้ื อ ต่ อส ารป ฏิ ชี วน ะห ล ายขน าน  เช่ น  Quinolones, Tetracycline, 
Chloramphenicol และ Trimethoprim/sulfamethoxazole เน่ืองจากการแสดงออกของยนีและโปรตีน
หลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบัการขบัยาออกนอกเซลล ์(Efflux pump) (Alonso & Martínez, 1997; Rizek 
et al., 2018) การด้ือต่อสารปฏิชีวนะหลายขนานส่งผลให้เม่ือเกิดการติดเช้ือจากแบคทีเรียเหล่าน้ีใน
มนุษยต์อ้งใชเ้วลาการรักษานานขึ้น  เสียค่าใช้จ่ายแพงขึ้น   ไดรั้บผลขา้งเคียงของโรคหรือจากการ
รักษามากขึ้น  และมีโอกาสเสียชีวิตจากการติดเช้ือมากขึ้น  โดยกลุ่มคนท่ีมีความเส่ียงต่อการติดเช้ือ
แบคทีเรียท่ีด้ือยาตา้นจุลชีพหลายขนาน  คือ กลุ่มท่ีมีอายุมาก  การเขา้รับการรักษาในโรงพยาบาล
แบบผูป่้วยหลายคร้ังในรอบ 12 เดือน ผูป่้วยมีโรคหัวใจลม้เหลว ผูป่้วยท่ีใช้สายสวนหลอดเลือด
ใหญ่และสายสวนปัสสาวะ ผูป่้วยท่ีใชเ้คร่ืองช่วยหายใจ  ผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาในหอผูป่้วยวิกฤต 
เป็นต้น รวมทั้ งเกษตรกรผู ้เพาะเล้ียงปลาท่ีมีภาวะภูมิคุ ้มกันต ่า (Eagye, Kuti & Nicolau, 2009; 
Grgurich, Hudcova, Lei, Sarwar, & Craven, 2012) ดงันั้นควรมีการศึกษากลไกลและยีนท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการด้ือต่อสารปฏิชีวนะหลายขนานของแบคทีเรียเหล่าน้ีในอนาคต 
 



 125 

ข้อเสนอแนะ 

 1. การศึกษาการปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในระหว่างขั้นตอน
การแช่แขง็น ้ าเช้ือ น ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ท่ีบรรจุในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร ท่ี
เก็บในระยะยาว และน ้าเช้ือแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส ควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมถึงปัจจยัท่ีเป็นสาเหตุในการก่อให้เกิดการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือปลา
สวายแช่แข็ง เพื่อให้ทราบถึงแนวทางป้องกนัในการปนเป้ือนของแบคทีเรียในน ้ าเช้ือแช่แข็ง และ
การใช้สารปฏิชีวนะหรือสารสกดัสมุนไพรส าหรับลดหรือป้องกันการปนเป้ือนของแบคทีเรียใน
น ้าเช้ือแช่แขง็  
 2. ศึกษากลไกและยีนท่ีเก่ียวขอ้งในการด้ือต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียท่ีมีการด้ือต่อสาร
ปฏิชีวนะหลายขนาน เพื่อเป็นแนวทางในการเลือกใช้สารปฏิชีวนะกบัน ้ าเช้ือปลาสวาย ส าหรับ
พฒันาเทคโนโลยกีารแช่แขง็น ้าเช้ือปลาสวายใหดี้ยิง่ขึ้นในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 
1. Plate Count Agar (PCA) (Difco™ & BBL™ Manual, 2nd Edition) 

Tryptone                                                                  5.0   กรัม 
Yeast Extract                                                           2.5   กรัม 
Dextrose                                                                  1.0   กรัม 
Agar                                                                        15.0   กรัม 
ท าการชัง่อาหารส าเร็จรูป PCA จ านวน 17 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย

ส่วนผสมทั้งหมด น าไปให้ความร้อนท าให้ส่วนผสมละลายเป็นเน้ือเดียวกนัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ในหมอ้น่ึงความดันไอน ้ า 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
รออุณหภูมิลดลงถึงประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส เทลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
 
2. Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco™ & BBL™ Manual, 2nd Edition) 

Pancreatic Digest of Casein                                     15.0        กรัม 
Enzymatic Digest of Soybean Meal                         5.0   กรัม 
Sodium Chloride                                                       5.0   กรัม 
Agar                                                                          15.0   กรัม 
ท าการชัง่อาหารส าเร็จรูป TSA จ านวน 40 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย

ส่วนผสมทั้งหมด น าไปให้ความร้อนท าให้ส่วนผสมละลายเป็นเน้ือเดียวกนัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ในหมอ้น่ึงความดันไอน ้ า 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
รออุณหภูมิลดลงถึงประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส เทลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
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3. Mueller Hinton Agar (MHA) (Difco™ & BBL™ Manual, 2nd Edition) 
 Beef extract power    2  กรัม 
 Acid Digest of Casein    17.5    กรัม 
 Soluble starch     1.5  กรัม 
 Agar      17  กรัม 
 ท าการชัง่อาหารส าเร็จรูป MHA จ านวน 38 กรัม ในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย
ส่วนผสมทั้งหมด น าไปใหค้วามร้อนท าใหส่้วนผสมละลายเป็นเน้ือเดียวกนัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ในหมอ้น่ึงความดนัไอน ้า 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
รออุณหภูมิลดลงถึงประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส เทลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 

ชุดทดสอบ API test kit 
 

API test kit หรือ bioMérieux’s API เป็นชุด Test kit เพื่อการจ าแนกแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบและยีสต์ ผลการทดสอบทางชีวเคมีจะน ามาประมวลผลจากฐานขอ้มูลผ่าน
ทาง Internet-based APIWEB™ โดย API ยอ่มาจาก Analytical Profile Index  
ชุด API 20E 

API ชุ ด  20E เป็ น ชุด  test kit เพื่ อก ารจ าแนกแบคที เรียในวงศ์  Enterobacteriaceae 
ประกอบดว้ยชุดทดสอบชีวเคมี 20 ชนิด  
ชุด API NE 

API 20 NE เป็นชุดทดสอบในการจ าแนกแบคทีเรียในกลุ่ม non-fastidious, non-enteric 
Gram-negative rods (ยกตัวอย่างเช่น  Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, 
Vibrio, Aeromonas เป็นตน้) ซ่ึงประกอบดว้ย 20 ชุดทดสอบ  
ชุด API 50CH  

ชุดทดสอบ API 50 CH เป็นชุดการศึกษาถึงการจ าแนกแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteiaceae 
ดว้ยสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตหลากหลายชนิดรวมทั้งสารอนุพนัธ์ในกลุ่ม heterosides, polyalcohols 
และ uronic acids  
ชุด API Staph  

ชุด API Staph เป็นชุดชีวเคมีขนาดเล็กจ านวน 20 ชุด เพื่อใช้จัดจ าแนกแบคทีเรียกลุ่ม  
Staphylococcus, Micrococcus และ Kocuria  
 
 
 
 
 
 
 
 



 145 

ภาคผนวก ค 

การย้อมสีแกรม 
 

การยอ้มสีแกรม (Gram staining) เป็นเทคนิคในการยอ้มสีเซลลข์องแบคทีเรีย ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมี
ความส าคญัอย่างยิ่งในการศึกษาลกัษณะเซลลข์องแบคทีเรียใชร่้วมกบักลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 
(Light microscope) มีการคิดคน้จากโดย Han Christian Gram ในปี ค.ศ. 1984 การยอ้มสีแกรมช่วย
ในการจัดจ าแนกกลุ่มของแบคที เรียได้ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่  ๆ คือ แบคที เรียแกรมบวก  
(Gram positive bacteria) และแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) เน่ืองจากคุณสมบติัของ
ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียท่ีมีความแตกต่างกนั  
 
ขั้นตอนการยอ้มสีแกรม 

1. การยอ้มสีดว้ย สี Crystal violet ซ่ึงมีสีม่วง แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ 
สามารถยอ้มติดสีม่วง  

2. การยอ้มทับด้วยสารละลายไอโอดีน (Iodine treatment) จะไปรวมกับสี Crystal violet 
เกิดเป็นโมเลกุลสีขนาดใหญ่ (CV-I complex) ท าใหสี้เกิดการติดแน่นขึ้น 

3. การลา้งสีดว้ยแอลกอฮอล ์(ethyl alcohol 95%) ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงมีชั้น
ไขมันอยู่มากไขมันและสียอ้มจึงละลายออกมากับแอลกอฮอล์ แต่แบคทีเรียแกรมบวก และ  
CV-I complex ยงัคงติดอยูใ่นเซลล ์

4. การยอ้มดว้ย Safranin ซ่ึงมีสีแดง แบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดง ขณะท่ีแบคทีเรียแกรม
บวก จะไม่ติดสีแดงและยงัคงสีม่วงของ Crystal violet เหมือนเดิม 
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ภาคผนวก ง 

การทดสอบทางชีวเคมี 
 
1. การทดสอบ Catalase 
 การทดสอบ Catalase คือแบคทีเรียผลิตเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการสลาย
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซดใ์ห้เป็นน ้าและออกซิเจน ใชป้ระโยชน์ในการก าจดั
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์มีการเกิดฟองอยา่งรวดเร็วของออกซิเจน  
 ขั้นตอนการทดสอบ 
 1) ใชล้วดเขี่ยเช้ือปราศจากเช้ือ เขี่ยเช้ือท่ีจะท าการทดสอบจากจานเพาะเช้ือ โดยเลือก
โคโลนีท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว ๆ น าไปเขี่ยบนกระจกสไลด์ 
 2) จากนั้นหยด 3% H2O2 ลงบนแผน่สไลด์ 
 3) สังเกตการเกิดฟองแก๊ส 
 การอ่านผล 
 ผลบวก  คือ เกิดฟองแก๊ส 
 ผลลบ    คือ ไม่เกิดฟองแก๊ส 
 
2. การทดสอบ Oxidase 
 การทดสอบ oxidase คือการทดสอบท่ีใช้ในจุลชีววิทยาเพื่อตรวจสอบว่า แบคทีเรีย
ก่ อ ให้ เกิ ด  cytochrome c oxidases ด้ ว ยตั วท าป ฏิ กิ ริ ย า  เช่ น  N, N, N ', N' - tetramethyl -p -
phenylenediamine (TMPD) หรือ N, N -dimethyl -p- phenylenediamine ( DMPD ) ซ่ึงเป็นตัวบ่งช้ี  
สารท าปฏิกิริยาเป็นสีน ้าเงินเขม้เป็นสีน ้ าตาลแดง เม่ือมีการออกซิไดซ์แบคทีเรียท่ีมีเอนไซม ์oxidase 
หรือ cytochrome oxidase เกิดกระตุ้นการ เคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนจากสารประกอบของตัวให ้
(NADH) ไปสู่ตวัรับอิเลก็ตรอน  
 ขั้นตอนการทดสอบ 
 1) ใชไ้มป้ราศจากเช้ือเขี่ยเช้ือท่ีจะท าการทดสอบ ลงบนกระดาษกรองท่ีปราศจากเช้ือ โดย
เลือกจากโคโลนีเด่ียว ๆ 
 2) จากนั้นหยด TMPD สังเกตการเปลี่ยนแปลง 
 การอ่านผล 
 ผลบวก  คือ เช้ือเปล่ียนเป็นสีม่วง 
 ผลลบ    คือ ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง 
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ภาคผนวก ง 

การเตรียมสารเคมีและน ้ายา 
 
1. สารละลายเจือจาง (extender) Calaium Free Hank‘s Balance Salt Solution (Ca-free HBSS)  
เตรียมสารละลายตามวิธีการของพชัรี มงคลวยั (2546) โดยเตรียมสาร ดงัน้ี  

NaCl       8.89  กรัมต่อลิตร  
KCl       0.44  กรัมต่อลิตร  
Na2HPO4•2H2O     0.13  กรัมต่อลิตร  
NaHCO3      0.39  กรัมต่อลิตร  
KH2PO4      0.07  กรัมต่อลิตร  
MgSO4•7H2O      0.22  กรัมต่อลิตรและ  
Glucose      1.11  กรัมต่อลิตร  
น ้ากลัน่     1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหไ้ด ้7.8 ดว้ย 1 N NaCl หรือ 1 N HCL เก็บสารละลายท่ีปรับ pH แลว้ไวใ้นขวด

ท่ีมีฝาปิดสนิท และเก็บไวท่ี้ อุณหภูมิ 0 – 4 องศาเซลเซียส 
 
2. สารป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแขง็ (Cryoprotectant) 18 เปอร์เซ็นต ์Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
เตรียมสารละลายตามวิธีการของนิพนธ์ เสนอินทร์, ธีรวฒัน์ จริตงาม เรณู ยาชิโร (2555)  
โดยเตรียมสาร ดงัน้ี 

100 เปอร์เซ็นต ์DMSO     18 มิลลิลิตร 
Ca-free HBSS     82 มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดเขา้ดว้ยกนั ใส่ขวดท่ีมีฝาปิดสนิท แลว้เก็บไวท่ี้ อุณหภูมิ 0 – 4 

องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก จ 

ค่าสถิตปิระกอบการวิเคราะห์ 
 
ตารางท่ี 27 ค่าสถิติประกอบการวิเคราะห์ผลปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน

ขั้นตอนการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 
4.0 มิลลิลิตร ก่อนน าไปแช่แขง็ 

 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

s 5 7527444444 1505488889 83.51 0.000 

Error 12 216333333 18027778       

Total 17 7743777778          
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

4245.91 97.21% 96.04% 93.71% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

s N Mean Grouping 

1.0 3 92667 A 
   

2.0 3 75667 
 

B 
  

3.0 3 50167 
  

C 
 

4.0 3 43500 
  

C D 

2.5 3 39333 
  

C D 

0.5 3 38333 
   

D 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of before vs s 
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ตารางท่ี 28 ค่าสถิติประกอบการวิเคราะห์ผลปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
น ้ าเช้ือปลาสวายแช่แข็งดว้ยกล่องโฟมและบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 
และ 4.0 มิลลิลิตร เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ตลอดระยะเวลา 
6 วนั 

 
One-way ANOVA: size 0.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

day 5 0, 1, 2, 4, 6 
 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 4 0.551120 0.137780 398.83 0.000 

Error 10 0.003455 0.000345 
  

Total 14 0.554575 
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Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0185866 99.38% 99.13% 98.60% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

day N Mean Grouping 

1 3 4.59467 A 
  

0 3 4.5832 A 
  

2 3 4.24460 
 

B 
 

6 3 4.1927 
  

C 

4 3 4.1661 
  

C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of size0.5 vs day 
 
 
One-way ANOVA: size 2.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 
 
Factor Levels Values 

day 5 0, 1, 2, 4, 6 
 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 4 0.80273 0.200682 191.05 0.000 

Error 10 0.01050 0.001050 
  

Total 14 0.81323 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0324105 98.71% 98.19% 97.09% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 153 

Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

day N Mean Grouping 

1 3 4.6263 A 
  

0 3 4.5944 A 
  

4 3 4.2322 
 

B 
 

2 3 4.14753 
 

B C 

6 3 4.0709 
  

C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of size2.5 vs day 
 
 
One-way ANOVA: size 4.0 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

day 5 0, 1, 2, 4, 6 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 4 0.54206 0.135516 85.42 0.000 

Error 10 0.01587 0.001587   

Total 14 0.55793        
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0398315 97.16% 96.02% 93.60% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

day N Mean Grouping 

0 3 4.6376 A  

1 3 4.6026 A  

2 3 4.27530  B 

6 3 4.2291  B 

4 3 4.2026  B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of size 4.0 vs day 
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One-way ANOVA: day 0 versus s 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

s 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

s 2 0.001621 0.000810 0.51 0.622 

Error 6 0.009460 0.001577 
  

Total 8 0.011080 
  

   
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0397063 14.63% 0.00% 0.00% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

s N Mean Grouping 

2.5 3 4.6263 A 

4.0 3 4.6026 A 

0.5 3 4.59467 A 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day0 vs s 
 
 
One-way ANOVA: day 2 versus s 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

s 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

s 2 0.026689 0.013344 120.65 0.000 

Error 6 0.000664 0.000111 
  

Total 8 0.027352 
 

      
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0105167 97.57% 96.77% 94.54% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

s N Mean Grouping 

4.0 3 4.27530 A 
  

0.5 3 4.24460 
 

B 
 

2.5 3 4.14753 
  

C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day2 vs s 
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One-way ANOVA: day 4 versus s 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

s 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

s 2 0.006590 0.003295 4.43 0.066 

Error 6 0.004467 0.000744 
  

Total 8 0.011057 
 

      
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0272851 59.60% 46.14% 9.11% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

s N Mean Grouping 

2.5 3 4.2322 A 

4.0 3 4.2026 A 

0.5 3 4.1661 A 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day4 vs s 
 
 
One-way ANOVA: day 6 versus s 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

s 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

s 2 0.04120 0.020599 11.71 0.008 

Error 6 0.01056 0.001759 
  

Total 8 0.05175 
 

      
 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

0.0419437 79.60% 72.81% 54.11% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

s N Mean Grouping 

4.0 3 4.2291 A 
 

0.5 3 4.1927 A 
 

2.5 3 4.0709 
 

B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day6 vs s 
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ตารางท่ี 29 ค่าสถิติประกอบการวิเคราะห์ผลปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
น ้าเช้ือปลาสวาย ท่ีแช่แข็งดว้ยกล่องโฟมและบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 
และ 4.0   มิลลิลิตร เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 180 
วนั 

 
One-way ANOVA: day versus size 0.5 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 0.5 29 1300, 7800, 11100, 11300, 11400, 12100, 12200, 12300, 12700, 12800, 
13100, 13400, 13700, 13900, 14000, 14100, 14300, 14400, 14500, 14700, 
15100, 15200, 15500, 15700, 16200, 16600, 16700, 16800, 17100 

 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 0.5 28 124600 4450 3.26 0.129 

Error 4 5454 1364 
  

Total 32 130054          
 
 



 162 

 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

36.9273 95.81% 66.45% * 

 
 
One-way ANOVA: day versus size 2.5 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 2.5 28 6900, 7600, 8000, 8700, 8900, 9250, 9600, 11300, 11500, 12300, 12700, 
12800, 12900, 13100, 13500, 13600, 14200, 14800, 14900, 15100, 15200, 
15300, 15700, 15800, 16200, 16300, 18400, 18500 

 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2.5 27 119201 4415 2.03 0.220 

Error 5 10853 2171 
  

Total 32 130054          
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Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

46.5900 91.65% 46.59% * 

 
 
One-way ANOVA: day versus size 4.0 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 
4.0 

29 8700, 10700, 11800, 12200, 12250, 12300, 12600, 12800, 12900, 13000, 
13100, 13700, 13900, 14000, 14200, 14800, 14900, 15000, 16400, 16500, 
16800, 17100, 17200, 17300, 17900, 18100, 18200, 18300, 27900 

 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 4.0 28 107254 3830 0.67 0.768 

Error 4 22800 5700 
 

   

Total 32 130054          
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Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

75.4992 82.47% 0.00% * 

 
 
One-way ANOVA: before versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 2535556 1267778 0.34 0.726 

Error 6 22473333 3745556 
  

Total 8 25008889 
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Model Summary 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1935.34 10.14% 0.00% 0.00% 

 
 
One-way ANOVA: 30 min versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 23635556 11817778 5.41 0.045 

Error 6 13113333 2185556 
  

Total 8 36748889 
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Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1478.36 64.32% 52.42% 19.71% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

size N Mean Grouping 

0.5 3 16700 A 

2.5 3 13367 A 

4.0 3 13167 A 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of 30 min vs size 
 
 
One-way ANOVA: day 1 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 

Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 117926667 58963333 1.42 0.313 

Error 6 249673333 41612222 
  

Total 8 367600000 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

6450.75 32.08% 9.44% 0.00% 

 
 
One-way ANOVA: day 7 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 21905000 10952500 67.75 0.000 

Error 6 970000 161667 
  

Total 8 22875000 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

402.078 95.76% 94.35% 90.46% 
 
 
Means 
 

size N Mean StDev 95% CI 

0.5 3 12800 600 (12232, 13368) 

2.5 3 9250 350 (8682, 9818) 

4.0 3 12250.0 50.0 (11682.0, 12818.0) 
 
Pooled StDev = 402.078 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

size N Mean Grouping 

0.5 3 12800 A 
 

4.0 3 12250.0 A 
 

2.5 3 9250 
 

B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day 7 vs size 
 
 
One-way ANOVA: day 15 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 4915556 2457778 0.91 0.453 

Error 6 16273333 2712222 
  

Total 8 21188889 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1646.88 23.20% 0.00% 0.00% 
 
 
 
One-way ANOVA: day 30 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 8068889 4034444 2.87 0.133 

Error 6 8426667 1404444 
  

Total 8 16495556 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1185.09 48.92% 31.89% 0.00% 
 
 
One-way ANOVA: day 60 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 24802222 12401111 14.63 0.005 

Error 6 5086667 847778 
  

Total 8 29888889 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

920.748 82.98% 77.31% 61.71% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

size N Mean Grouping 

4.0 3 16100 A 
 

2.5 3 14733 A 
 

0.5 3 12100 
 

B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day 60 vs size 
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One-way ANOVA: day 90 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 52260000 26130000 96.78 0.000 

Error 6 1620000 270000 
  

Total 8 53880000 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

519.615 96.99% 95.99% 93.23% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

size N Mean Grouping 

4.0 3 18200.0 A 
  

0.5 3 15100 
 

B 
 

2.5 3 12300 
  

C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day 90 vs size 
 
 
One-way ANOVA: day 120 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 10722222 5361111 4.54 0.063 

Error 6 7080000 1180000 
  

Total 8 17802222 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1086.28 60.23% 46.97% 10.52% 

 
 
One-way ANOVA: day 150 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 31206667 15603333 0.86 0.471 

Error 6 109353333 18225556 
  

Total 8 140560000 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

4269.14 22.20% 0.00% 0.00% 

 
 
One-way ANOVA: day 180 versus size 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 
Factor Levels Values 

size 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 
 
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

size 2 154482222 77241111 295.82 0.000 

Error 6 1566667 261111 
  

Total 8 156048889 
   

 
 
Model Summary 
 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

510.990 99.00% 98.66% 97.74% 
 
 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 
 

size N Mean Grouping 

4.0 3 17200.0 A 
  

0.5 3 14933 
 

B 
 

2.5 3 7500 
  

C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of day 180 vs size 
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ตารางท่ี 30 ค่าสถิติประกอบการวิเคราะห์ผลปริมาณแบคทีเรียกลุ่มเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
น ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งท่ีบรรจุในหลอดบรรจุน ้ าเช้ือขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0  มิลลิลิตร  
และเก็บรักษาท่ี อุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลาการเก็บ
รักษา 90 วนั 

 
One-way ANOVA: -20 0.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 
 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 108259063 15465580 26.13 0.000 

Error 16 9468333 591771 
  

Total 23 117727396 
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Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

769.266 91.96% 88.44% 81.90% 
 
 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

60 3 11550 A 
   

7 3 8850 
 

B 
  

0 3 8550 
 

B 
  

14 3 7100 
 

B C 
 

21 3 6300 
  

C D 

1 3 5800 
  

C D 

28 3 5133 
  

C D 

90 3 4833 
   

D 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -20 0.5 vs day 
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One-way ANOVA: -80 0.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 81034896 11576414 23.08 0.000 

Error 16 8025000 501563 
  

Total 23 89059896 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

708.211 90.99% 87.05% 79.73% 



 181 

Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

14 3 10400 A 
    

7 3 9733 A B 
   

60 3 9267 A B 
   

1 3 8600 A B C 
  

90 3 8200 
 

B C 
  

21 3 7150 
  

C D 
 

28 3 5900 
   

D E 

0 3 4667 
    

E 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -80 0.5 vs day 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 182 

One-way ANOVA: -196 0.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 52206250 7458036 11.24 0.000 

Error 16 10613333 663333 
  

Total 23 62819583 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

814.453 83.11% 75.71% 61.99% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

21 3 9033 A 
   

14 3 8200 A B 
  

60 3 7800 A B C 
 

7 3 6667 
 

B C 
 

0 3 6333 
 

B C D 

1 3 6300 
 

B C D 

90 3 5567 
  

C D 

28 3 4067 
   

D 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -196 0.5 vs day 
 
 
 
One-way ANOVA: -20 2.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 60093691 8584813 30.30 0.000 

Error 16 4533783 283361 
  

Total 23 64627474 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

532.317 92.98% 89.92% 84.22% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

1 3 8300 A 
   

21 3 7333 A B 
  

14 3 7233 A B 
  

90 3 6767 
 

B 
  

7 3 6567 
 

B 
  

60 3 6533 
 

B 
  

28 3 4700 
  

C 
 

0 3 2955.00 
   

D 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -20 2.5 vs day 
 
 
One-way ANOVA: -80 2.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 203809896 29115699 51.45 0.000 

Error 16 9055000 565938 
  

Total 23 212864896 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

752.288 95.75% 93.89% 90.43% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

90 3 12350 A 
   

1 3 10450 A 
   

7 3 10333 A 
   

14 3 8100 
 

B 
  

60 3 6667 
 

B C 
 

21 3 5950 
  

C 
 

28 3 5567 
  

C 
 

0 3 2900 
   

D 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -80 2.5 vs day 
 
 
One-way ANOVA: -196 2.5 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
 
 



 188 

 
Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 155676250 22239464 20.38 0.000 

Error 16 17460000 1091250 
  

Total 23 173136250 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1044.63 89.92% 85.50% 77.31% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

90 3 13900 A 
  

21 3 8833 
 

B 
 

14 3 8733 
 

B 
 

1 3 7600 
 

B 
 

7 3 7533 
 

B 
 

60 3 7367 
 

B 
 

0 3 6867 
 

B C 

28 3 4267 
  

C 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -196 2.5 vs day 
 
 
One-way ANOVA: -20 4.0 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 73896250 10556607 7.18 0.001 

Error 16 23513333 1469583 
  

Total 23 97409583 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1212.26 75.86% 65.30% 45.69% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

60 3 9600 A 
 

0 3 8133 A 
 

90 3 7167 A B 

1 3 7100 A B 

14 3 6933 A B 

21 3 6533 A B 

28 3 4167 
 

B 

7 3 4000 
 

B 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -20 4.0 vs day 
 
 
One-way ANOVA: -80 4.0 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 69776562 9968080 29.84 0.000 

Error 16 5345000 334063 
  

Total 23 75121562 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

577.981 92.88% 89.77% 83.99% 
 
 
 
 
 
 
 
 



 193 

 
Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

90 3 11450 A 
  

21 3 8233 
 

B 
 

14 3 8200 
 

B 
 

60 3 7133 
 

B C 

1 3 6500 
  

C 

0 3 6500 
  

C 

7 3 6233 
  

C 

28 3 5800 
  

C 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -80 4.0 vs day 
 
 
One-way ANOVA: -196 4.0 versus day 
Method 
Null hypothesis All means are equal 
Alternative hypothesis Not all means are equal 
Significance level α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
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Factor Information 

 

Factor Levels Values 

day 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
 
 
Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

day 7 36702396 5243199 17.22 0.000 

Error 16 4871667 304479 
  

Total 23 41574063 
   

 
 
Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

551.796 88.28% 83.16% 73.63% 
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Tukey Pairwise Comparisons 
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence 

 

day N Mean Grouping 

90 3 9750.0 A 
   

60 3 8600 A B 
  

0 3 7300 
 

B C 
 

7 3 7200 
 

B C 
 

21 3 7067 
 

B C 
 

14 3 7033 
  

C 
 

1 3 6867 
  

C 
 

28 3 5233 
   

D 
 

Means that do not share a letter are significantly different. 

Tukey Simultaneous 95% CIs 
Interval Plot of -196 4.0 vs day 
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ตารางท่ี 31  ค่าสถิติประกอบการวิเคราะห์ผลปัจจยัหลกัท่ีมีอิทธิพล ปฏิสัมพนัธ์ของปัจจยั ความ
แปรปรวนร่วมของปัจจยั และความสัมพนัธ์ของปัจจยัต่อปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือน
ในน ้าเช้ือปลาสวายแช่แขง็ท่ีบรรจุในหลอดบรรจุขนาด 0.5, 2.5 และ 4.0 มิลลิลิตร และ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลาการเก็บรักษา 
90 วนัของการทดลอง 

 
Main effect 
General Linear Model: tt versus temp, day, size 
Method 

 

Factor coding (-1, 0, +1) 
Factor Information 

 

Factor Type Levels Values 

temp Fixed 3 -196, -80, -20 

day Fixed 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 

size Fixed 3 0.5, 2.5, 4.0 
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Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  temp 2 37707609 18853804 5.72 0.004 

  day 7 297963137 42566162 12.92 0.000 

  size 2 1652122 826061 0.25 0.778 

Error 204 672150471 3294855 
  

  Lack-of-Fit 60 579265021 9654417 14.97 0.000 

  Pure Error 144 92885450 645038 
  

Total 215 1009473339 
   

 

 

Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1815.17 33.42% 29.83% 25.35% 
 

 

interaction 
General Linear Model: tt versus temp, day, size 
Method 
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Factor coding (-1, 0, +1) 
Factor Information 

 

Factor Type Levels Values 

temp Fixed 3 -196, -80, -20 

day Fixed 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 

size Fixed 3 0.5, 2.5, 4.0 
 

 

Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  temp 2 37707609 18853804 29.23 0.000 

  day 7 297963137 42566162 65.99 0.000 

  size 2 1652122 826061 1.28 0.281 

  temp*day 14 170817704 12201265 18.92 0.000 

  temp*size 4 35772905 8943226 13.86 0.000 

  day*size 14 250964024 17926002 27.79 0.000 

  temp*day*size 28 121710388 4346800 6.74 0.000 

Error 144 92885450 645038 
  

Total 215 1009473339 
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Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

803.142 90.80% 86.26% 79.30% 
 

 

Analysis of covariance 
General Linear Model: tt versus size, temp, day 
Method 

Factor coding (-1, 0, +1) 
Factor Information 

 

Factor Type Levels Values 

temp Fixed 3 -196, -80, -20 

day Fixed 8 0, 1, 7, 14, 21, 28, 60, 90 
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Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

  size*temp 2 36615766 18307883 5.93 0.003 

  size*day 7 267679832 38239976 12.39 0.000 

  size*temp*day 14 112427031 8030502 2.60 0.002 

Error 192 592750709 3087243 
  

  Lack-of-Fit 48 499865259 10413860 16.14 0.000 

  Pure Error 144 92885450 645038 
  

Total 215 1009473339 
   

 

 

Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

1757.06 41.28% 34.25% 28.56% 
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Multiple linear regression 
Regression Analysis: tt versus day, temp 
Stepwise Selection of Terms 
α to enter = 0.05, α to remove = 0.05 

Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Regression 3 9810447669 3270149223 253.21 0.000 

  day 1 1948116423 1948116423 150.85 0.000 

  temp 1 3423562066 3423562066 265.09 0.000 

  day*temp 1 608566483 608566483 47.12 0.000 

Error 213 2750801356 12914560 
  

  Lack-of-Fit 69 2657915906 38520520 59.72 0.000 

  Pure Error 144 92885450 645038 
  

Total 216 12561249025 
   

 

 

Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

3593.68 78.10% 77.79% 77.60% 
 

 

 

 



 202 

Analysis of Variance 

 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

Regression 3 7275487317 2425162439 97.73 0.000 

  day*size 1 1395924106 1395924106 56.25 0.000 

  temp*size 1 2351621696 2351621696 94.76 0.000 

  day*temp*size 1 354153293 354153293 14.27 0.000 

Error 213 5285761708 24815783 
  

  Lack-of-Fit 69 5192876258 75259076 116.67 0.000 

  Pure Error 144 92885450 645038 
  

Total 216 12561249025 
   

 

 

Model Summary 

 

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred) 

4981.54 57.92% 57.33% 57.19% 
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247 
 

ภาคผนวก ช 

ภาพผลการทดลอง 
 

 
 

ภาพ 24 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด
ทดสอบ API Kit ของ Ko. kristinae 

+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
 

 
 
ภาพ 25 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด

ทดสอบ API Kit ของ K. sedentarius 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
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ภาพ 26 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด

ทดสอบ API Kit ของ B. cereus 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 

 

 
 
ภาพ 27 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด

ทดสอบ API Kit ของ P. aeruginosa 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
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ภาพ 28 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด

ทดสอบ API Kit ของ P. fluorescens 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 

 

 
 

ภาพ 29 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียดว้ยชุด
ทดสอบ API Kit ของ P. putida 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
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ภาพ 30 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียดว้ยชุด

ทดสอบ API Kit ของ P. oryzihabitans 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 

 

 
 
ภาพ 31 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียด้วยชุด

ทดสอบ API Kit ของ S. maltophilia 
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
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ภาพ 32 ภาพการยอ้มสีแกรมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และผลการการจ าแนกแบคทีเรียดว้ยชุด

ทดสอบ API Kit ของ A. baumannii,  
+ ผลเป็นบวก, - ผลเป็นลบ 
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ภาพ 33 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ Ko. kristinae ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , R ด้ือ ต่อสารปฏิ ชีวนะ , Penicillin (P), Gentamicin (CN), 
Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Erythromycin (E), Ciprofloxacin (CIP), 
Norfloxacin (NOR), Ofloxacin (OFX), Nitrofurantoin (F), Clindamycin (DA), 
Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (C) แ ล ะ 
Azithromycin (AZM)   
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ภาพ 34 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ K. sedentarius (KSi01) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , R ด้ือ ต่อสารปฏิ ชีวนะ , Penicillin (P), Gentamicin (CN), 
Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Erythromycin (E), Ciprofloxacin (CIP), 
Norfloxacin (NOR), Ofloxacin (OFX), Nitrofurantoin (F), Clindamycin (DA), 
Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (C) แ ล ะ 
Azithromycin (AZM)   
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ภาพ 35 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ K. sedentarius (KSi02) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , R ด้ือ ต่อสารปฏิ ชีวนะ , Penicillin (P), Gentamicin (CN), 
Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Erythromycin (E), Ciprofloxacin (CIP), 
Norfloxacin (NOR), Ofloxacin (OFX), Nitrofurantoin (F), Clindamycin (DA), 
Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (C) แ ล ะ 
Azithromycin (AZM)   
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ภาพ 36 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ K. sedentarius (KSi03) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , R ด้ือ ต่อสารปฏิ ชีวนะ , Penicillin (P), Gentamicin (CN), 
Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Erythromycin (E), Ciprofloxacin (CIP), 
Norfloxacin (NOR), Ofloxacin (OFX), Nitrofurantoin (F), Clindamycin (DA), 
Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (C) แ ล ะ 
Azithromycin (AZM)   
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ภาพ 37 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ B. cereus (BSi01) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 
Penicillin (P), Clindamycin (DA), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Erythromycin (E), Amikacin (AK), Norfloxacin (NOR), Gentamicin (CN), 
Nitrofurantoin (F), Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Ofloxacin 
(OFX), Chloramphenicol (C) และ Azithromycin (AZM)     
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ภาพ 38 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ B. cereus (BSi02) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 
Penicillin (P), Clindamycin (DA), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Erythromycin (E), Amikacin (AK), Norfloxacin (NOR), Gentamicin (CN), 
Nitrofurantoin (F), Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Ofloxacin 
(OFX), Chloramphenicol (C) และ Azithromycin (AZM)     
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ภาพ 39 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ B. cereus (BSi03) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 
Penicillin (P), Clindamycin (DA), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Erythromycin (E), Amikacin (AK), Norfloxacin (NOR), Gentamicin (CN), 
Nitrofurantoin (F), Tetracycline (TE), Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), Ofloxacin 
(OFX), Chloramphenicol (C) และ Azithromycin (AZM)     
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ภาพ 40 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. aeruginosa (PA test) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 
Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP)   
 

 
 

ภาพ 41 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. fluorescens (PF) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 
Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP)   
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ภาพ 42 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. putida (PPio1) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 
Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP)   
 

 
 

ภาพ 43 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. putida (PPio2) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 
Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP) 

 

PPi01 

PPi02 
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ภาพ 44 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ P. oryzihabitans (PO) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ  ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Meropenem (MEM), 

Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB) และ Ciprofloxacin (CIP) 

 

 
 

ภาพ 45 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia (SMi01) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 

Piperacillin (PRL), Ceftazidime (CAZ), Gentamicin (CN), Ciprofloxacin (CIP), Cefepime 

(FEP), Amikacin (AK), Aztreonam (ATM), Ofloxacin (OFX), Meropenem (MEM) แ ล ะ 

Norfloxacin (NOR) 

 

PO 

SMi01 
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ภาพ 46 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia (SMi02) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 

Piperacillin (PRL), Ceftazidime (CAZ), Gentamicin (CN), Ciprofloxacin (CIP), 

Cefepime (FEP), Amikacin (AK), Aztreonam (ATM), Ofloxacin (OFX), Meropenem 

(MEM) และ Norfloxacin (NOR) 

 

 
 

ภาพ 47 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ S. maltophilia (SMi03) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิชีวนะ, I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิชีวนะ, R คือ ด้ือต่อสารปฏิชีวนะ, 

Piperacillin (PRL), Ceftazidime (CAZ), Gentamicin (CN), Ciprofloxacin (CIP), 

Cefepime (FEP), Amikacin (AK), Aztreonam (ATM), Ofloxacin (OFX), Meropenem 

(MEM) และ Norfloxacin (NOR) 

SMi02 
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ภาพ 48 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ A. baumannii (ABi01) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิ ชีวนะ , Piperacillin (PRL), 
Ceftazidime (CAZ), Cefepime (CFP), Piperacillin-tazobactam (TZP), Meropenem 
(MEM), Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Tetracycline (TE) และ Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT)   
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ภาพ 49 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ A. baumannii (ABi02) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิ ชีวนะ , Piperacillin (PRL), 

Ceftazidime (CAZ), Cefepime (CFP), Piperacillin-tazobactam (TZP), Meropenem 

(MEM), Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 

Tetracycline (TE) และ Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) 

 



 265 

 
 

ภาพ 50 ผลความไวต่อสารปฏิชีวนะของ A. baumannii (ABi03) ดว้ยวิธี disk diffusion 
S คือ ไวต่อสารปฏิ ชีวนะ , I คือ ไวปานกลางต่อสารปฏิ ชีวนะ , Piperacillin (PRL), 
Ceftazidime (CAZ), Cefepime (CFP), Piperacillin-tazobactam (TZP), Meropenem 
(MEM), Gentamicin (CN), Amikacin (AK), Tobramycin (TOB), Ciprofloxacin (CIP), 
Tetracycline (TE) และ Trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) 
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