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บทคัดย่อ
การรักษาเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ มีจุดประสงค์เพื่อเก็บรักษาและดูแลเชื้อบริสุทธิ์ให้อยู่ในสภาพที่ยังมีชีวิตอยู่ โดยเมื่อน�ำกลับมา 

เพาะเลีย้งแล้วเชือ้ต้องมคีณุสมบตัเิหมอืนเชือ้ดัง้เดิม ไม่มกีารปนเป้ือนของเช้ือชนิดอืน่ โดยการเกบ็รกัษาแบคทเีรีย Pseudomonas 

aeruginosa สามารถเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นได้แค่ 2-3 สัปดาห์เท่านั้น จึงท�ำให้เกิดปัญหาต้องถ่ายเชื้อสู่อาหารเล้ียงเชื้อบ่อย  

อาจมีผลท�ำให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมและเกิดการปนเปื้อนระหว่างการถ่ายเชื้ออาจท�ำให้เชื้อไม่บริสุทธิ์ได้ ผู้วิจัยจึง

ได้ท�ำการศึกษาและทดลองโดยการเก็บรักษาเชื้อ 3 วิธี คือการถ่ายเชื้อสู่อาหารใหม่ การเก็บรักษาเช้ือภายใต้น�้ำมันพาราฟิน

เหลวและแช่ตู้เยน็ การเกบ็รกัษาเช้ือในกลเีซอรอล15% และแช่แขง็ และการตรวจสอบชวีเคมขีองเชือ้ ผลการทดลองพบว่าอาหาร

ที่สามารถเก็บรักษาเชื้อได้นานที่สุดคือ Nutrient agar และ Luria Bertani agar โดยสามารถเก็บรักษาเชื้อได้เป็นเวลา 2 เดือน 

รองลงมาคือ Brain heart infusion agar และ Skim milk agar โดยสามารถเก็บรักษาเชื้อได้เพียง 1 เดือน ส่วนการเก็บรักษา

ภายใต้พาราฟินเหลวแช่เย็นและเก็บใน กลีเซอรอล 15% แช่แข็งที่ -20 กับ -80 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถเก็บรักษาเชื้อได้

มากกว่า 12 เดือน ดังนั้นผลการวิจัยในครั้งนี้สามารถน�ำไปใช้ในการเลือกวิธีการเก็บรักษาเชื้อเพื่อให้เหมาะสมกับแบคทีเรียได้

ค�ำส�ำคัญ: การเก็บรักษา ดูแลรักษาสภาพ Pseudomonas aeruginosa

Abstract	
The purpose of preserving and maintaining bacterial cultures in a university setting is to ensure they remain viable for 

laboratory classes and research, and generate consistent laboratory test results over time. Pseudomonas aeruginosa 

can be preserved by refrigeration at 4°C, but this is only suitable for short-term storage (2-3 weeks). Longer-term 

storage can be achieved if the bacteria being stored at 4°C are periodically sub-cultured. This is known as the  

‘periodic transfer method’, but it has the disadvantage of failing to prevent changes in the characteristics of the strain. 

Changes can arise due to genetic drift or contamination. In the present study, we investigated three categories of 

method for preserving P. aeruginosa: (a) periodic transfer to fresh media and refrigeration and (b) storage in mineral 

oil or liquid paraffin and refrigeration and (c) freezing with 15% (v/v) glycerol, followed by retrieval of bacterial culture 

from frozen stock. Biochemical tests were performed on recovered cultures. P. aeruginosa was found to remain viable 

for up to 2 months on nutrient agar and Luria-Bertani agar, but just 1 month on brain heart infusion agar and skimmed 

milk agar. By contrast, P. aeruginosa suspended in mineral oil or liquid paraffin and frozen with 15% (v/v) glycerol 

remained viable for over 12 months. Data presented here will help laboratorians make a more informed choice about 

how they preserve and maintain their bacterial cultures. 
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บทนํา 
การรกัษาเชือ้แบคทเีรยีให้บรสิทุธิ ์มจีดุประสงค์เพือ่เกบ็รกัษา

เช้ือให้บรสิทุธ์ิ ในสภาพทีม่ชีวีติอยู ่โดยมีคณุสมบตัเิหมอืนเดมิ 

ไม่มกีารปนเป้ือนของเช้ือชนดิอืน่ มกัจะมกีารเกบ็รักษาไว้เพ่ือ

ให้มชีวีติอยู่นาน ๆ  เพือ่น�ำมาใช้ในงานประจ�ำ การเรยีนการสอน 

การวิจัยและงานอื่น ๆ โดยการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์จะมีวิธี

การเก็บทั้งระยะสั้นและระยะยาว เช่น การเก็บรักษาระยะสั้น 

โดยปกตใินห้องปฏบิติัการจะมกีารถ่ายเชือ้บรสิทุธิไ์ปสูอ่าหาร

ใหม่ เลีย้งให้เจรญิเตบิโตเพือ่ถ่ายเชือ้ใหม่ (subculturing) เมือ่

เชื้อเจริญเติบโตแล้วน�ำไปเก็บท่ีตู้แช่เย็น 4 องศาเซลเซียส1  

วธินีีป้กติจะใช้เกบ็รกัษาเชือ้จลิุนทรย์ีได้ในระยะเวลาสัน้ๆ เท่านัน้ 

เพราะเชือ้จลุนิทรย์ียงัคงมกิีจกรรมเมตาบอลซิมึเป็นไปอย่างช้า ๆ  

มีการใช้สารอาหารและสร้างของเสียในอาหารเป็นผลให้เชื้อ

จุลินทรีย์ตายได้หลังจากน้ัน2 ข้อเสียของการถ่ายเชื้อสู่อาหาร

ใหม่หลายครัง้คอื อาจท�ำให้เกดิการปนเป้ือนจลุนิทรย์ีชนดิอืน่ 

ท�ำให้เกิดความเสี่ยงต่อการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ

เชื้อบริสุทธิ์นั้น ๆได้3 ส่วนการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ในระยะ

ยาวสามารถเก็บรักษาได้หลายวิธี เช่น การเก็บรักษาเชื้อ

จุลินทรีย์ภายใต้พาราฟินเหลว (liquid paraffin) สามารถเก็บ

ได้นาน 1-2 ปี1 วิธีการเก็บรักษาแบบแช่แข็งเชื้อจุลินทรีย์ 

(freezing) ซึง่วธินีีจ้ะผสมเซลล์ของจุลินทรย์ีรวมกบักลีเซอรอล

ปลอดเชื้อ 15 % แล้วน�ำไปเก็บไว้ที่ตู้ - 80 องศาเซลเซียส 

สามารถเกบ็รกัษาเชือ้จุลนิทรย์ีได้ประมาณ 6 ปี4 นอกจากนีย้งั

มวีธีิการเกบ็รกัษาเช้ือจุลนิทรย์ีอกีหลายวธิ ีเช่น การเกบ็รกัษา

จุลินทรีย์ในน�้ำและสารละลาย Phosphate Buffer Saline 

(PBS) โดยการน�ำสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปลอดเช้ือผสม

กับเซลล์จุลินทรีย์ใส่ไว้ในหลอดเก็บเชื้อไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิ

ห้อง ซึง่สามารถอยูไ่ด้เป็นเวลานานถงึ 4 ปี5 วธิ ีFreeze drying 

หรือ Lyophilization เป็นวิธีการท�ำให้แห้งและเย็นเยือกแข็ง 

สามารถเกบ็เชือ้จลุนิทรย์ีไว้ได้นานมาก แต่ข้อเสยีคอื เครือ่งมอื 

แพงและข้ันตอนการเกบ็ค่อนข้างซบัซ้อน6,7 วธิ ีCryopreservation 

เป็นการเก็บรักษาตัวอย่างจุลินทรีย์ภายใต้อุณหภูมิต�่ำตั้งแต่ 

-20 ถงึ -85 องศาเซลเซยีส วธิท่ีีง่ายคอืการแช่ลกูปัดกระเบือ้ง

ทีม่รีพูรุน (cryobeads) ลงไปในของเหลวทีใ่ช้ในการเกบ็รกัษา

โดยการแช่แขง็ (cryopreservation fluid) เช่น กลเีซอรอล หลัง

จากบ่มเชื้อแล้วน�ำไปเก็บรักษาในตู้แช่แข็ง8 และการเก็บเชื้อ

จุลินทรีย์ในไนโตรเจนเหลว เป็นการเก็บรักษาเช้ือไว้ในท่ีท่ี

อณุหภมูติ�ำ่ ซึง่มีอณุหภมู ิ-196 องศาเซลเซยีส สามารถรกัษา

เชื้อได้เกือบทุกชนิด และสามารถเก็บรักษาเชื้อไว้ได้นานมาก

ประมาณ 10-30 ปี โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ แต่ข้อ

เสยีคอื เครือ่งมือและหลอดทีใ่ช้ในการเกบ็ราคาค่อนข้างสงูและ

สิ้นเปลืองไนโตรเจนเหลวเพราะระเหยตลอดเวลา9 เป็นต้น

	 แบคทีเรีย P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 

พบท่ัวไปในสิง่แวดล้อม ด�ำรงชวีติอย่างอิสระ สามารถเจรญิเติบโต 

ได้อย่างรวดเรว็และเจรญิเตบิโตได้หลายสภาวะและหลายอุณหภมูิ 

โดยจะเจรญิเติบโตได้ดทีีส่ดุทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสและ

สามารถเจรญิเตบิโตแบบไม่ใช้ออกซเิจนได้ในอาหารทีม่แีหล่ง

คาร์บอนบวกกับไนเตรต10 P. aeruginosa สามารถสร้าง

รงควัตถุสีเขียวอมน�้ำเงิน มีกล่ินคล้ายองุ่นหมักดอง เรียกว่า 

ไพโอไซยานิน (pyocyanin) ซึ่งรงควัตถุนี้สามารถยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกและยีสต์ Candida ได้อย่างสมบูรณ์และ

สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบ เช่น Salmonella Typhi และ 

Proteus mirabilis ได้เล็กน้อย ส่วน Klebsiella pneumoniae 

และ P. aeruginosa ดื้อต่อรงควัตถุ pyocyanin11 การทดสอบ

ความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะมาตรฐาน พบว่ามีการดื้อต่อ

ยาปฏชีิวนะ trimethoprim , ceftazidine และ gentamycin และ

มคีวามไวต่อยาปฏชิวีนะ penicillin12 ซึง่จากการเพาะเลีย้งเชือ้ 

P. aeruginosa ส�ำหรับใช้ในการเรียนในภาคปฏิบัติการ  

พบปัญหาคอืเชือ้ P. aeruginosa จะมช่ีวงอายใุนการเกบ็รักษา

เพื่อใช้ในการเรียนการสอนที่สั้นกว่าแบคทีเรียชนิดอื่นท่ี

สามารถเกบ็เชือ้ไว้ในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซยีส ได้นาน 2-3 เดอืน 

แต่เชื้อ P. aeruginosa สามารถเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นได้แค่  

2-3 สัปดาห์เท่านั้น จึงท�ำให้เกิดปัญหาต้องถ่ายเชื้อสู่อาหาร

เล้ียงเชื้อบ่อย ซึ่งอาจมีผลท�ำให้เกิดการเปล่ียนแปลงทาง

พันธุกรรมและเกิดการปนเปื้อนระหว่างการถ่ายเชื้อได้ อาจ

ท�ำให้เชือ้ไม่บรสิทุธิ ์ดงันัน้ ผูว้จิยัจึงต้องการจะศกึษาถงึวธิกีาร

เกบ็และรกัษาเชือ้ P. aeruginosa เพือ่หาชนดิของอาหารและ

วิธีการเก็บรักษาสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย เพื่อให้ได้วิธีที่

เหมาะสมและสามารถยดือายขุองเชือ้เพือ่ใช้งานในห้องปฏบิตัิ

การให้ได้นานขึ้นด้วย

วิธีการด�ำเนินงานวิจัย
	 การศึกษาในครั้งนี้ จะทดลองการเก็บรักษาเชื้อ  

P. aeruginosa ATCC27853 โดยการเลีย้งเชือ้ให้เจรญิในอาหาร 

Nutrient broth เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้ดูดเชือ้ใส่ในหลอด

ส�ำหรับเตรียมเก็บรักษา หลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยการเก็บ

รักษาเชื้อจะเก็บวิธีการละ 3 หลอดต่อเดือน จ�ำนวน 12 เดือน 

และน�ำเชือ้ไปเกบ็รกัษาทัง้ 3 วธิ ีดงันี ้คอื การถ่ายเชือ้สูอ่าหาร

ใหม่และแช่เยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส (Transfer to fresh 

media and refrigeration) โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด คือ 

Nutrient agar (Hi-media), Luria Bertani agar (TM-media), 

Brain heart infusion agar (Hi-media) และ skim milk agar 

(Hi-media) การเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ภายใต้น�้ำมันพาราฟิน

เหลวและแช่เยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส (Liquid Paraffin 
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storage)1 และการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิในกลีเซอรอล 15% 

และแช่แขง็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 และ -80 องศาเซลเซยีส (Freezing 

bacteria using sterile glycerol)10 จากนัน้น�ำเชือ้มาเพาะเลีย้ง

ใหม่เพื่อตรวจสอบการเจริญเติบโตบนอาหาร Nutrient agar 

หลงัการเกบ็ในแต่ละเดอืนและบนัทกึข้อมลูการทดลองโดยการ

สงัเกตลักษณะของผวิ สี กล่ินของโคโลนแีละประเมนิการสร้าง

รงควัตถุของเชื้อและการตรวจสอบชีวเคมีของเชื้อก่อนการ 

ใช้งาน เช่น การสังเกตลักษณะโคโลนีของ P. aeruginosa  

ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar การย้อมสีแกรม  

การทดสอบการเจริญในอาหาร TSI การทดสอบการเคลื่อนที่

ในอาหาร Motile-Indole ทดสอบ Catalase ทดสอบใน Glucose 

Fermentation13 โดยท�ำการศกึษาในช่วงเดอืน มถินุายน พ.ศ.

2560 ถึงเดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2561 การเก็บข้อมูลจะเก็บ

ข้อมูลการเจริญเติบโตของเชื้อ P. aeruginosa ทุก ๆ 1 เดือน 

บันทึกผลว่าเชื้อจุลินทรีย์ยังมีการเจริญเติบโตได้หรือไม่ แล้ว

น�ำข้อมูลท่ีได้มาวิเคราะห์ข้อมูลในเชิงบรรยายพรรณนาและ

สรุปถึงวิ ธีที่ เหมาะสมในการเก็บรักษาสายพันธุ ์  เชื้อ  

P. aeruginosa ต่อไป โดยโครงการวจิยัครัง้นีไ้ด้ผ่านความเหน็ชอบ 

จากคณะกรรมการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับสถาบัน

จากมหาวทิยาลยัมหาสารคาม เลขทีก่ารรบัรอง:IBC 004/2560

ผลการทดลอง
	 ในการทดลองการเก็บรักษาสายพันธุ์ของแบคทีเรีย 

P. aeruginosa ด้วยวธิกีารเก็บรกัษาแบบ การถ่ายเช้ือสูอ่าหาร

ใหม่และแช่เยน็ การเกบ็รักษาเช้ือบรสุิทธิภ์ายใต้น�ำ้มนัพาราฟิน 

เหลวและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและการเก็บรักษา

เชื้อบริสุทธิ์ใน 15% กลีเซอรอลและแช่แข็ง พบว่าการเก็บ

รักษาสายพันธุ์ของเชื้อในแต่ละวิธีจะสามารถเก็บรักษาสาย

พันธุ์ของ P. aeruginosa ได้เป็นระยะเวลาที่แตกต่างกัน ดังนี้

Table 1 	Survival and pigmentation of P. aeruginosa from storage by transfer to fresh media and refrigeration method

Month 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Media

NA +** +* - - - - - - - - - -

LBA +** +* - - - - - - - - - -

BHA +** - - - - - - - - - - -

SMA +* - - - - - - - - - - -

NA: Nutrient agar, LBA: Luria bertani agar, BHA: Brain heart infusion agar, SMA: Skim milk agar

+ Growth, - No Growth , * Create a little pigment, ** Create a lot pigment

	 จาก Table 1 พบว่าการเกบ็รกัษาเช้ือด้วยวิธกีารถ่าย

เชื้อสู่อาหารใหม่ อาหารที่สามารถเก็บรักษาสายพันธุ์ของ

แบคทีเรียได้นานที่สุดคืออาหาร Nutrient agar และ Luria 

Bertani agar โดยสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียได้เป็นเวลา 2 

เดือน รองลงมาคือการเก็บรักษาในอาหาร Brain heart  

infusion agar และ Skim milk agar สามารถเกบ็รกัษาสายพนัธุ์ 

เชื้อแบคทีเรียได้เป็นเวลา 1 เดือน และพบว่าเมื่อมีการน�ำเชื้อ

ที่เก็บในอาหาร Skim milk agar กลับมาเพาะเลี้ยงใหม่ เชื้อ

ยังสามารถเจริญเติบโตได้ แต่มีการเจริญเติบโตและสร้าง

รงควัตถุ pyocyanin ท่ีมีสีเขียวอมน�้ำเงินได้ลดลงเมื่อเปรียบ

เทยีบกบัการเกบ็รกัษาเชือ้ในวธิเีดียวกันแต่เกบ็ในอาหารเลีย้ง

เชื้อ Nutrient agar, Luria Bertani agar และ Brain heart 

infusion agar (Figure 1)
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          จาก Table 1 พบว่าการเก็บรักษาเชื้อด้วย
วิธีการถ่ายเชื้อสู่อาหารใหม่  อาหารที่สามารถเก็บ
รักษาสายพันธุ์ของแบคทีเรียได้นานที่สุดคืออาหาร 
Nutrient agar และ Luria Bertani agar โดยสามารถ
เก็บรักษาแบคทีเรียได้เป็นเวลา 2 เดือน รองลงมาคือ
การเก็บรักษาในอาหาร Brain heart infusion agar และ 
Skim milk agar สามารถเก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรีย 
 

ได้เป็นเวลา 1 เดือน และพบว่าเมื่อมีการน าเชื้อที่เก็บ
ในอาหาร Skim milk agar กลับมาเพาะเล้ียงใหม่ เชื้อยัง
สามารถเจริญเติบโต ได้ แต่มีการเจริญเติบโตและสร้าง
รงควัตถุ pyocyanin ที่มีสีเขียวอมน้ าเงินได้ลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเก็บรักษาเชื้อ ในวิธีเดียวกันแต่เก็บ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar, Luria Bertani agar 
และ Brain heart infusion agar (Figure 1) 
 
 

 
 
 
 
 

 

Figure 1  Growth and pigmentation on nutrient agar after collection by transfer to fresh media and refrigeration    
              method (a.: Nutrient agar, b.: Luria bertani agar, c.: Brain heart infusion agar, d.: Skim milk agar) 
 
 
Table 2  Survival and pigmentation of  P. aeruginosa  from storage by liquid paraffin and freezing bacteria  

using 15% glycerol method
 

Month 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Preserve 
Liquid paraffin  4 oC +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** 
15% Glycerol  -20 oC +** +* +* +* +* +* +* +* +* +* +* +* 
15% Glycerol  -80 oC +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** 

+  Growth,  - No Growth ,  * Create a little pigment,   ** Create a lot pigment
         
         จาก Table 2  การเก็บรักษาเชื้อ P. aeruginosa 
ด้วยวิธีการเก็บใน ภายใต้พาราฟินเหลว  พบว่าวิธีการ
เก็บภายใต้พาราฟินเหลวสามาร ถเก็บรักษาสายพันธุ์
ของแบคทีเรียได้เป็นเวลามากกว่า 12 เดือน ซึ่งพบว่า
การน าเชื้อกลับมาเพาะเล้ียงใหม่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient agar เชื้อยังมีการเจริญเติบโตและยังสามารถ
สร้างรงควัตถุ pyocyanin ได้ตามปกติ ส่วนวิธีการเก็บ
ในกลีเซอรอล 15 % แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 และ -80 
องศาเซลเซียส  สามารถเก็บรักษาแบคทีเรียได้เป็น

เวลามากกว่า 12 เดือนเช่นกัน  แต่ภายหลังจากการ
เก็บรักษาในกลีเซอรอล15% และแช่แข็งที่อุณหภูมิ      
-20  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือนขึ้นไป เมื่อมีการ
น าเชื้อกลับมาเพาะเลี้ยงใหม่ พบว่ าแบคทีเรียยัง
สามารถเจริญเ ติบโตได้ แต่ มีการ สร้างรงควัตถุ 
pyocyanin ได้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักษา
ในกลีเซอรอล 15 % และแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80  องศา
เซลเซียส และการเก็ บรักษาสายพันธุ์ภายใต้พาราฟิน
เหลวที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Figure 2) 

a. b. c. d. 

Figure 1 	 Growth and pigmentation on nutrient agar after collection by transfer to fresh media and refrigeration 

method (a.: Nutrient agar, b.: Luria bertani agar, c.: Brain heart infusion agar, d.: Skim milk agar)

Table 2 	Survival and pigmentation of P. aeruginosa from storage by liquid paraffin and freezing bacteria using 15% 

glycerol method

Month 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Preserve

Liquid paraffin 4 oC +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +**

15% Glycerol -20 oC +** +* +* +* +* +* +* +* +* +* +* +*

15% Glycerol -80 oC +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +** +**

+ Growth, - No Growth , * Create a little pigment, ** Create a lot pigment 

	 จาก Table 2 การเกบ็รกัษาเช้ือ P. aeruginosa ด้วย

วิธีการเก็บในภายใต้พาราฟินเหลว พบว่าวิธีการเก็บภายใต้

พาราฟินเหลวสามารถเกบ็รักษาสายพนัธุข์องแบคทเีรยีได้เป็น

เวลามากกว่า 12 เดอืน ซึง่พบว่าการน�ำเชือ้กลบัมาเพาะเลีย้ง

ใหม่ในอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient agar เชือ้ยงัมกีารเจรญิเตบิโต

และยังสามารถสร้างรงควัตถุ pyocyanin ได้ตามปกติ ส่วนวิธี

การเก็บในกลีเซอรอล 15 % แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 และ -80 

องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาแบคทีเรียได้เป็นเวลา

มากกว่า 12 เดือนเช่นกัน แต่ภายหลังจากการเก็บรักษาใน 

กลีเซอรอล 15% และแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 เดอืนขึน้ไป เม่ือมกีารน�ำเชือ้กลบัมาเพาะเลีย้งใหม่ 

พบว่าแบคทเีรยียงัสามารถเจรญิเตบิโตได้ แต่มกีารสร้างรงควตัถุ  

pyocyanin ได้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาใน 

กลีเซอรอล 15 % และแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส

และการเก็บรักษาสายพันธุ ์ภายใต้พาราฟินเหลวที่เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Figure 2)

 

 
 

 
 
 
 

Figure 2  Growth and pigmentation on nutrient agar after collection by liquid paraffin storage and freezing     
bacteria using sterile glycerol (a.:Liquid paraffin 4 oC, b.:15% Glycerol -20 oC, c.:15% Glycerol -80 oC) 

 
Table 3   Biochemical tests of P. aeruginosa 
 

Characteristic Pseudomonas aeruginosa 
Morphology on Nutrient agar Irregular and spreading, Wavy, Glistening, Raised 
Pigment Blue - green (pyocyanin) 
Gram’s stain   Negative gram, Rod shape 
Catalase test Positive 
TSI test K/N  
Motile test  Positive  motile 
Indole test  Negative 
Glucose Fermentation test Non fermentative 

 จาก Table 3  จากการทดสอบชีวเคมีของเชื้อ  
P. aeruginosa  ที่ได้จากการเก็บรักษาสายพันธุ์โดยวิธี
ต่าง ๆ ผลการทดสอบพบว่าเชื้อแบคทีเรียมีผลชีวเคมี
เหมือนกันในทุกวิธีการเก็บรักษา โดยการทดสอบการ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient  agar พบว่าเชื้อ
แบคทีเรียที่มีการเก็บรักษาทั้ง 3 วิธี เมื่อน ามา
เพาะเลี้ยงใหม่ จะมีการเจริญเติบโต โดยมีลักษณะของ
โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอนแผ่กระจายเกือบทั่วจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ขอบของโคโลนีเป็นเส้นซ้อนกันเป็นคลื่น 
โคโลนีมีความหน าสูงขึ้นมาจากผิวหน้าของอาหา ร
เลี้ยงเชื้อเล็กน้อย ผิวของโคโลนีสะท้อนแสงมันวาว
โคโลนีมีสีเขียวอมน้ าเงิน  มีกลิ่นคล้ายองุ่นหมักดอง  

การทดสอบการย้อมสีแกรม พบว่าแบคทีเรียติดสี     
แกรมลบ เซลล์มีสีแดง รูปร่างเซลล์เป็นแบบแท่งยาว  
การทดสอบ Catalase  มีผลเป็นบวก คือเมื่อมีการแตะ
เชื้อลงบนแผ่นสไลด์แล้วหยด H2O2 ลงไปบนจะเกิด
ฟองฟู่เกิดขึ้น การทดสอบในอาหาร Triple sugar iron 
agar (TSI)  ผลการทดสอบเป็น K/N  โดยพบว่าเชื้อ
เจริญเติบโต โดยไม่มีการใช้น้ าตาลชนิดใดเลย คือ 
ส่วน slant เปลี่ยนเป็นสีแดงเข้ม (K) และส่วนของ butt 
ไม่มีการเปลีย่นส ี(N)  การทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อ
ในอาหาร Motile-Indole-Lysine medium ผลการทดสอบ
เป็นบวก โดยพบว่าเชื้อมีการเคลื่อนที่รอบ  ๆ รอยที่
แทงลงในหลอดอาหารทดสอบด้วยเข็มเขี่ยปลายตรง 

a. b. c. 

Figure 2 	 Growth and pigmentation on nutrient agar after collection by liquid paraffin storage and freezing bacteria 

using sterile glycerol (a.:Liquid paraffin 4 oC, b.:15% Glycerol -20 oC, c.:15% Glycerol -80 oC)
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Table 3 Biochemical tests of P. aeruginosa

Characteristic Pseudomonas aeruginosa

Morphology on Nutrient agar Irregular and spreading, Wavy, Glistening, Raised

Pigment Blue - green (pyocyanin)

Gram’s stain Negative gram, Rod shape

Catalase test Positive

TSI test K/N 

Motile test Positive motile

Indole test Negative

Glucose Fermentation test Non fermentative

	 จาก Table 3 จากการทดสอบชีวเคมีของเชื้อ  

P. aeruginosa ที่ได้จากการเก็บรักษาสายพันธุ์โดยวิธีต่าง ๆ 

ผลการทดสอบพบว่าเชื้อแบคทีเรียมีผลชีวเคมีเหมือนกันใน

ทุกวิธีการเก็บรักษา โดยการทดสอบการเพาะเลี้ยงในอาหาร

เลีย้งเชือ้ Nutrient agar พบว่าเชือ้แบคทเีรยีทีม่กีารเกบ็รกัษา

ทั้ง 3 วิธี เมื่อน�ำมาเพาะเลี้ยงใหม่ จะมีการเจริญเติบโต โดยมี

ลักษณะของโคโลนีรูปร่างไม่แน่นอนแผ่กระจายเกือบทั่วจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ขอบของโคโลนีเป็นเส้นซ้อนกันเป็นคล่ืน  

โคโลนีมีความหนาสงูขึน้มาจากผวิหน้าของอาหารเลีย้งเชือ้เลก็

น้อย ผิวของโคโลนสีะท้อนแสงมนัวาวโคโลนมีสีเีขยีวอมน�ำ้เงนิ 

มีกลิ่นคล้ายองุ่นหมักดอง การทดสอบการย้อมสีแกรม พบว่า

แบคทีเรียติดสี แกรมลบ เซลล์มีสีแดง รูปร่างเซลล์เป็นแบบ

แท่งยาว การทดสอบ Catalase มีผลเป็นบวก คือเมื่อมีการ

แตะเชือ้ลงบนแผ่นสไลด์แล้วหยด H
2
O

2
 ลงไปบนจะเกดิฟองฟู่

เกิดขึ้น การทดสอบในอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) 

ผลการทดสอบเป็น K/N โดยพบว่าเชื้อเจริญเติบโต โดยไม่มี

การใช้น�้ำตาลชนิดใดเลย คือ ส่วน slant เปลี่ยนเป็นสีแดงเข้ม 

(K) และส่วนของ butt ไม่มีการเปลี่ยนสี (N) การทดสอบการ

เคลื่อนที่ของเชื้อในอาหาร Motile-Indole-Lysine medium  

ผลการทดสอบเป็นบวก โดยพบว่าเชื้อมีการเคลื่อนท่ีรอบ ๆ 

รอยที่แทงลงในหลอดอาหารทดสอบด้วยเข็มเขี่ยปลายตรง

บริเวณรอบ ๆ รอยที่แทงเชื้อลงไปมีความขุ่นเนื่องจากเชื้อมี

การเจรญิและมกีารเคลือ่นที ่การทดสอบ Indole ผลเป็นลบคอื

สขีองน�ำ้ยาไม่เกดิการเปลีย่นแปลง รวมถงึการทดสอบ Glucose 

Fermentation เป็นการทดสอบความสามารถของเชื้อในการ

ใช้น�้ำตาล Glucose ผลการทดสอบพบว่าเป็นลบคือเชื้อมีการ

เจริญเติบโต โดยสังเกตจากอาหารที่ขุ่นขึ้น แต่เชื้อไม่มีการใช้

น�ำ้ตาลกลูโกส โดยพบว่าอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้ทดสอบยงัคงมสีี

เขียวเหมือนเดิม

สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง
การทดลองในครั้งนี้แตกต่างจากการทดลอง อื่น ๆ ที่ผ่านมา

คือ การทดลองในครั้งน้ีจะมีการเพิ่มปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการ

เก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ขึ้นมา เช่น ชนิดของอาหารที่ใช้ในการ

เก็บรักษา วิธีการเก็บรักษาและอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา

อาหารทีส่ามารถเกบ็รกัษาเชือ้ด้วยวธิกีารถ่ายเชือ้สูอ่าหารใหม่

ได้นานทีสุ่ดคอื อาหาร Nutrient agar และ Luria bertani agar 

โดยสามารถเก็บรักษาเชื้อได้เป็นเวลา 2 เดือน ซึ่งสอดคล้อง

กับรายงานการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียว่าสามารถ

เก็บรักษาในอาหาร Nutrient agar ได้หลายสัปดาห์จนถึง  

2 เดอืน1 และอาหารเลีย้งเชือ้ทีส่ามารถเกบ็เชือ้ได้รองลงมาคอื 

อาหาร Brain heart infusion agar และ อาหาร Skim milk 

agar ซึ่งสามารถเก็บเชื้อได้เพียง 1 เดือน เท่านั้น โดยการ

ทดสอบการเก็บรักษาเชื้อด้วยวิธีการถ่ายเชื้อสู่อาหารใหม่ จะ

พบว่าการเล้ียงเชื้อและเก็บรักษาเชื้อไว้ในอาหารทั้ง 4 ชนิด 

และเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนั้น หลัง

จากเวลาผ่านไป 1-2 เดือน เมื่อน�ำเชื้อกลับมาเพาะเลี้ยงใหม่

พบว่าเชือ้จะมกีารเจรญิเติบโตน้อยมากหรอืในอาหารบางชนดิ

เมื่อเก็บไว้เป็นเวลานานกว่า 2 เดือน เมื่อน�ำเชื้อมาเพาะเลี้ยง

ใหม่ ไม่พบว่ามีการเจริญเติบโตเลย เมื่อเปรียบเทียบกับการ

เก็บรักษาเชื้อด้วยวิธีการเก็บรักษาเช้ือด้วยวิธีการอ่ืน นับว่า

วธิกีารนีส้ามารถเกบ็รกัษาเชือ้จลุนิทรย์ีได้เป็นระยะเวลาทีส่ัน้

มาก ซึ่งมีสาเหตุมาจากการเก็บรักษาเชื้อโดยวิธีการถ่ายเชื้อ

สูอ่าหารใหม่และเกบ็รกัษาในตูเ้ย็นทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส

นั้น เชื้อจุลินทรีย์ยังมีกิจกรรมเมตาบอลิซึม โดยไม่มีการหยุด

การเจริญเติบโต แต่กลับมีการเจริญเติบโตอย่างช้า ๆ และมี

การเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่อง มีการใช้สารอาหารและปล่อย

ของเสียออกมาสู่อาหารท่ีใช้ในการเก็บรักษา เป็นผลให้เชื้อ

จุลินทรีย์ตายในเวลาต่อมา2 นอกจากนี้แล้วปัจจัยที่ส่งผลต่อ
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การเก็บรักษาเชื้ออีกปัจจัยหนึ่งคือส่วนประกอบของอาหาร  

ซึง่มผีลต่อระยะเวลาของการเกบ็รกัษาเชือ้จลุนิทรย์ี เนือ่งจาก

ส่วนประกอบบางอย่างในอาหารมีผลต่อการเจริญเติบโตของ

เชื้อและการปลดปล่อยของเสียออกมาออกมาอย่างรวดเร็ว  

จึงมีการลดส่วนประกอบบางอย่างในอาหารเพ่ือให้เชื้อมีการ

เจรญิเตบิโตน้อยลงและปลดปล่อยของเสยีออกมาน้อยลง เช่น 

ลดปรมิาณน�ำ้ตาลกลโูคสให้น้อยลงเนือ่งจากน�ำ้ตาลกลโูคสจะ

เพ่ิมการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี ท�ำให้สร้างกรดได้มากและ

ท�ำให้เชือ้ตายเร็ว ไม่มโีปรตนีหรอืคาร์โบไฮเดรต แต่จะประกอบด้วย 

เกลือแร่ต่าง ๆ หลายชนิดเพื่อรักษาความเป็นกรด-ด่าง14 

เป็นต้น

	 การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียโดยวิธีการเก็บรักษาใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar ภายใต้พาราฟินเหลวแล้วเก็บ

ทีอ่ณุหภมิู 4 องศาเซลเซยีส พบว่าหลังจากการเกบ็รกัษาเชือ้

ภายใต้พาราฟินเหลวเป็นเวลา 12 เดือน เมื่อน�ำเชื้อกลับมา

เพาะเลีย้งใหม่ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่าเชือ้ยงัมกีารเจรญิ

เติบโตและสร้างรงควัตถุ pyocyanin ได้มาก ซึ่งสอดคล้องกับ

การศกึษาการเกบ็รกัษาเชือ้ Pseudomonas ในอาหาร Yeast 

extract peptone ภายใต้พาราฟินเหลว พบว่าสามารถเก็บ

รักษาเชื้อได้นานกว่า 19 เดือน เมื่อน�ำเชื้อกลับมาเพาะเลี้ยง 

เชื้อยังสามารถเจริญเติบโตได้15 ซึ่งสาเหตุที่การเก็บรักษาเชื้อ

ด้วยวิธีการเก็บรักษาด้วยการเก็บภายใต้พาราฟินเหลวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาเชื้อได้นานกว่า

การเกบ็รกัษาเชือ้แบบการถ่ายสู่อาหารใหม่ เพราะว่ามีการเตมิ

พาราฟินเหลวปลอดเชื้อเพื่อปกป้องผิวหน้าของอาหารที่เชื้อ

เจรญิอยูเ่พือ่จ�ำกดัการได้รบัปรมิาณออกซเิจนให้น้อยลง ท�ำให้

เชื้อจุลินทรีย์ลดกิจกรรมเมตาบอลิซึมและลดการเจริญเติบโต

ในระหว่างการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์1 

	 การเกบ็รกัษาเชือ้แบคทเีรียในกลเีซอรอล 15% และ

แช่แขง็ เมือ่เกบ็รกัษาเป็นเวลา 12 เดอืนขึน้ไป แล้วน�ำกลบัมา

เพาะเล้ียงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่าเชือ้มกีารเจรญิเตบิโต

และสร้างรงควัตถุ pyocyanin ได้ตามปกติ ซ่ึงสอดคล้องกับ

การศกึษาการเจรญิและการเกบ็รกัษาแบคทีเรีย P. aeruginosa  

ซึ่งสามารถเก็บรักษาเชื้อด้วยวิธีนี้ได้นานกว่า 2 ปี ที่อุณหภูมิ 

-80 องศาเซลเซียส10 แต่ควรหลีกเล่ียงการเก็บรักษาเชื้อที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสหรือมากกว่า เนื่องจากจะท�ำให้

เซลล์เสียหาย ท�ำให้การเก็บรักษาจุลินทรีย์ท�ำได้ในระยะเวลา

สั้น ซึ่งโดยทั่วไปแล้วยิ่งอุณหภูมิต�่ำยิ่งสามารถเก็บรักษาเชื้อ

ได้นานและยิ่งมีความคงตัวทางพันธุกรรมสูง อุณหภูมิท่ีดีคือ

อุณหภูมิระหว่าง -30 ถึง -70 องศาเซลเซียส16 ซึ่งสอดคล้อง

กบัรายงานว่าการเกบ็รกัษาเชือ้ด้วยวธินีีเ้ป็นวธิทีีด่แีละสามารถ 

เก็บรักษาเชือ้ได้ท้ังแบคทเีรยีและเชือ้รา โดยการเตมิกลเีซอรอล 

จะช่วยรักษาเซลล์ภายใต้สภาวะการแช่แข็ง ซึ่งวิธีนี้สามารถ

เก็บรักษาเชื้อได้นาน 1-2 ปี ที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส

หรือเก็บได้นานกว่า 2 ปี ที่ -80 องศาเซลเซียส1 นอกจากนี้ยัง

มกีารศกึษาการเกบ็รกัษาคลงัเชือ้แบคทเีรยี โดยใช้ Skim milk 

เพือ่ช่วยยดืระยะเวลาในการเกบ็รกัษาแบคทเีรยีทีอ่ณุหภมู ิ-80 

องศาเซลเซียส โดยสามารถเก็บรักษาสายพันธุ์แบคทีเรียได้

นานกว่า 6 ปี4 วธิกีารเกบ็รักษาสายพนัธ์ุจลุนิทรีย์ในกลเีซอรอล 

และแช่แขง็ สามารถเกบ็รกัษาสายพนัธ์ุแบคทเีรยีได้เป็นระยะ

เวลานาน เนื่องจากมีกลีเซอรอลเป็นตัว protective agent  

มีการเกิดอิเล็กโตรไลซิสต�่ำและไม่ละลายเป็นของเหลวได้ง่าย 

เซลล์ของจลุนิทรย์ีอยูใ่นสภาวะแช่แขง็ จลุนิทรย์ีจงึไม่มกีารใช้

สารอาหารและไม่เกดิกระบวนการเมตาบอลซิมึเกดิขึน้ในขณะ

ท่ีจุลินทรีย์ถูกเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง มีการลดอัตราการ 

เผาผลาญ (metabolism rate) ท�ำให้สามารถเกบ็รักษาสายพนัธุ ์

ของจุลินทรีย์ได้เป็นเวลานาน16 

	 ผลการทดสอบเพื่อยืนยันชนิดของแบคทีเรีย  

P. aeruginosa โดยการสังเกตลักษณะของโคโลนี การเจริญ

เติบโตและการสร้างรงควตัถบุนอาหารเลีย้งเชือ้ การย้อมสแีกรม 

พบว่า การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะพบโคโลนีใหญ่แบน 

และแผ่กระจายเกือบท่ัวจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โคโลนีมีสีเขียว

อมน�ำ้เงิน มกีลิน่คล้ายองุน่หมกั การย้อมสแีกรมเป็นแกรมลบ 

มีรูปร่างแบบแท่ง เรียงตัวเดี่ยว17 ส่วนการทดสอบทางชีวเคมี

ต่าง ๆ พบว่ามีความสอดคล้องกับการศึกษาคุณลักษณะของ

แบคทเีรยี P. aeruginosa สายพนัธุ ์DN1 คอื เมือ่มกีารทดสอบ 

catalase test พบว่ามผีลเป็นบวก การทดสอบในอาหาร Triple 

sugar iron sugar ผลการทดสอบเป็น K/N13 และการทดสอบ

การหมักในอาหาร Glucose fermentation มีผลเป็นลบ18 

ข้อเสนอแนะ
	 จากผลการทดลองจะพบว่าการเกบ็รกัษาเชือ้จุลนิทรย์ี 

ภายใต้พาราฟินเหลวแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและ

การเก็บในกลีเซอรอล 15% แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 และ -80 

องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาเชื้อได้นานที่สุด ดังนั้นการ

เลอืกใช้วธิใีดในการเกบ็รักษาอยูท่ีผู่ป้ฏิบติังานจะเลอืกใช้ โดย

หากห้องปฏิบติัการทีม่วีสัดุ ครภัุณฑ์ทกุอย่างพร้อม ควรเลอืก

เก็บรักษาในกลีเซอรอลและแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส แต่ในบางห้องปฏิบัติการท่ียังขาดเครื่องมือและ

ครุภัณฑ์ที่มีราคาค่อนข้างสูง สามารถเลือกใช้วิธีการเก็บภาย

ใต้พาราฟินเหลวและแช่เย็นในตู้เย็นแทนได้ ซึ่งสามารถเก็บ

รักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ได้เป็นเวลานานเช่นกัน แต่ในกรณีที่

ต้องการใช้เชื้อจุลินทรีย์อย่างต่อเนื่อง ตัวอย่างเช่น มีการใช้

เชื้อเป็นประจ�ำประมาณ 1-2 สัปดาห์ต่อครั้ง ควรมีการเก็บ
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รักษาเชื้อโดยการถ่ายเชื้อสู่อาหารใหม่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Nutrient agar และ Luria bertani agar เพราะเชื้อยังสามารถ

เจริญและสร้างรงควัตถุได้ตามปกติ ซึ่งวิธีนี้เหมาะแก่การเก็บ

รักษาเชื้อระยะเวลาสั้น
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