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ศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora 

Study on preservation technique of Erwinia carotovora 
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บทคัดยอ 

 นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธตีางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 
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คํานํา 

วิธีการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชมหีลายวิธกีาร ไดแก การเก็บรักษาไวภายใต

น้ํามนั (Zensen et al. 1944, และ Graham, 1952) วิธีเก็บไวในน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ือ ซึ่งมีรายงานวา

สามารถเก็บไวไดนาน 2-3 ป (Devay et al. 1963,  Kelman and Person, 1961) เก็บดวยวิธี 15 

% glycerol ใน Deep freezing (Quadling, 1960, Sleemsman and Leben, 1978) วิธีการนี้สวน

ใหญใชในเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช Quadling (1960) ไดรายงานสามารถเก็บรักษาเช้ือ 

Xanthomonas campestris pv. phascoli และ Erwinia spp และ Pseudomonas spp. ไวไดนาน 

18 เดือนที่อุณหภูมิ –200C   Sleesman and Leben (1978) รายงานการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรีย

สาเหตุโรคพชืได 2 ถึง 3 ปที่อุณหภูมิ –700C และวิธี Lyophilization เปนวธิีการเกบ็รักษาเช้ือที่ใช

ในการเก็บระยะยาว (long-term preservation) (Dhimgra and Simclair, 1985)  ไดมีรายงาน

วิธีการ Lyophilization สามารถเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพชืไดเปนระยะเวลามากกวา 10 

ป (Proom and Hemmon, 1949,  Stark and Herrington, 1931) 

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. อุปกรณมาตรฐานในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดแก ตูเข่ียเช้ือชนดิปลอดเชื้อ ตูควบคุม
อุณหภูมิ ตูเยน็สําหรับเก็บตัวอยาง หมอนึ่งความดันไอ  เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูม ิ
เคร่ืองวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตูอบ (oven) อุปกรณการแยกเช้ือแบคทีเรีย 
2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณอ่ืนๆที่ใชในหองปฏิบัติการ เชน เคร่ืองชัง่, pH meter  เปนตน 
3. สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  

 
วิธีการ 

ทดสอบวิธกีารเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  วธิตีางๆ จาํนวน  8 วิธ ี
ทําการวางแผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวิธี จาํนวน 4 ซ้าํ ไดแก 

กรรมวิธีที ่1 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
กรรมวิธีที ่2 เก็บไวในน้ํากล่ันนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ10 oC 
กรรมวิธีที ่3 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูมหิอง 
กรรมวิธีที ่4 เก็บภายใตน้าํมัน ที่อุณหภูม1ิ0 oC 
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กรรมวิธีที ่5 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่6 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 20 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
กรรมวิธีที ่7 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 10 %  
กรรมวิธีที ่8 เก็บภายใตเหยอืกแข็ง – 80 oC โดยเติมสาร glycerol จํานวน 50 %  
 

ขั้นตอนและวิธีการวิจัย ดําเนินการตามขั้นตอนตอไปน้ี 
1. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ Erwinia carotovora จํานวน  5  สายพนัธุ 

ที่แยกไดจากพืชตระกูลกระหลํ่า และตระกูลผักกาด 
2. เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทัง้หมดในอาหารเล้ียงเชื้อ Potato semisynthetic agar (PSA) ให

ไดโคโลนีเด่ียวอายุ 48 ชัว่โมง 
3. เก็บรักษาดวยวิธีการตางๆตามกรรมวธิีทดลอง 
4. ตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือแบคทีเรียทีท่ดสอบในทกุๆกรรมวิธ ีทุก 3 เดือน โดย

ในกรรมวิธทีี่เก็บภายใตเหยอืกแข็งเมื่อนาํออกมาตองแชในน้าํแข็งไวตลอดเพื่อใหอุณหภูมิไม
เปล่ียนแปลงฉับพลัน คอยๆเย็นลง  

5. บันทกึลักษณะโคโลน ี ความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และอัตราการเจริญเติบโตในแต
ละกรรมวิธ ี
 
เวลาและสถานที ่

ต.ค.50 – ก.ย.53 ทีก่ลุมวจิัยโรคพืช สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
นําเช้ือแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท ที่มีลักษณะโคโลนกีลม 

ตรงกลางนนูข้ึนเล็กนอยคลายไขดาว สีขาวขุน มีคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of 

Determinative Bacteriology (1974)  มาทดสอบวธิีการเก็บรักษาวธิีตางๆ จาํนวน  8 วธิี โดยมวีาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 8 กรรมวธิี จํานวน 4 ซ้าํ ทําการตรวจสอบความอยูรอดของเช้ือ

แบคทีเรียและความบริสุทธิ์ ทุก 3 เดือน บันทกึลักษณะโคโลนี  ความมชีีวิตของเช้ือแบคทีเรีย และ

อัตราการเจริญเติบโตในแตละกรรมวิธ ีผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora  จาํนวน 

10 ไอโซเลท เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยังคงมีชวีิตอยู ทั้ง 10 ไอโซเลทที่มี

ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมตีรงตามเดิมทกุประการ 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

เชื้อแบคทีเรียกลุม Erwinia carotovora  จํานวน 10 ไอโซเลท เมื่อนํามาศึกษาวธิีการเก็บ
รักษาวธิีตางๆ จํานวน  8 วธิ ีพบวา เก็บไวดวยวิธีตางๆ ทั้ง 8 วิธีเปนเวลา 24 เดือนยงัคงมีชวีิตอยู 
ทั้ง 10 ไอโซเลทท่ีมีลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมีตรงตามเดิมทุกประการ 
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